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Resumen

Los materiales funcionales avanzados son altamente demandados por diferentes campos para una
amplia variedad de aplicaciones. Campos que abarcan desde la biocatalisis hasta la cromatografia, y del
diagnostico hasta los sensores. La propuesta es obtener nuevos materiales con propiedades
superficiales modificadas que establezcan una interaccion especifica con proteinas naturales y
recombinantes. Estos materiales poliméricos tienen una aplicacion directa en los sistemas de purificacion
de proteinas y en sistemas de diagnostico.

Las radiaciones ionizantes son capaces de modificar la estructura de los materiales y en particular de
los polimeros, ya que generan deficiencias electronicas (excitaciones e ionizaciones). En este trabajo
se utilizan distintas fuentes de radiacién ionizante, ya sea de naturaleza corpuscular (electrones
acelerados e iones pesados acelerados) como de naturaleza electromagnética (rayos y), para modificar
los diferentes polimeros en estudio.

El objetivo especifico de este trabajo es obtener nuevos materiales poliméricos macro porosos
injertados con un copolimero de glicidilmetacrilato (GMA) y derivados de la acrilamida para mejorar la
hidrofilicidad y accesibilidad de los ligandos a las proteinas.

Para ello, se recurre a la modificacidn por injerto radio inducido mediante diferentes métodos de sintesis
que permiten realizar sobre los materiales distintos grados de modificaciones. Entre ellos se
encuentran: la pre-rradiacion en vacio, la pre-irradiacion en aire, y la técnica en simultaneo. Esta ultima
técnica en particular también ser aplicada sobre nanoporos originados por trazas de iones pesados
acelerados.

En primera instancia, se modifican membranas de fibra hueca macroporosas de polieti- leno (PE) por el
método de pre irradiacion en vacio. En esta sintesis el injerto es iniciado por radicales libres que fueron
previamente generados sobre el material por el bombardeo con haces de electrones acelerados
(radiacién B). Se evalud la polimerizacion de mondmeros de GMA y de GMA coinjertado con
dimetilacrilamida (DMAA), incorporando fenil- alanina como ligando pseudoespecifico. Se obtuvieron
grados de injerto del orden de 200 % y rendimientos en la conversion de grupos reactivos de hasta 64
%. También se observaron cambios significativos en las propiedades hidrofilicas de los materiales

modificados. Luego, se estudia la modificaciéon de PE poroso y no poroso (HDPE), incorporando AAm
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por medio del injerto radio inducido utilizando el método indirecto de peroxidacion (en dos etapas). Los
grupos peroéxidos reactivos son generados sobre el material durante la primera etapa mediante la
accion de rayos y. Se obtienen % Gl de hasta 80 % con AAm sobre PE poroso. Se observa del que el
injerto de la poliAAm invade al PE produciendo la destruccién material.

Posteriormente, se analiza la técnica de injerto en simultaneo sobre materiales de PE y de polisulfona
(PSf ). Se incorpora GMA y GMA/DMAA y se derivatiza con IDA-Ni(ll) y moléculas organoarseniacales
(APA) como ligandos pseudoespecificos. Se obtienen grados de injerto de hasta el 60 %, siendo el 20
%Gl suficiente para el desarrollo del trabajo.

Mediante las diferentes técnicas por injerto estudiadas se obtuvieron nuevos materia- les con propiedades
superficiales diferentes debido a la incorporacion de GMA, GMA-co- DMAA y AAm. Fue posible obtener
materiales macro porosos con elevada concentracion de grupos quimicamente reactivos y con gran
superficie interna de adsorcién (red polimérica- ca tridimensional) aumentando el rendimiento en la
inmovilizacién y en la capacidad de adsorcidon de este tipo de materiales. A través de la aplicacion del
coinjerto, aumento6 1,5 veces la concentracion de ligando en todos las materiales GMA-co-DMAA con
respecto a las membranas GMA, ademas fue obtenido un avance substancial en el mejoramiento de la
hidrofilicidad y reactividad de los polimeros injertados. Cabe aclarar que no se ha logrado injertar DMAA
como Unico mondémero en las condiciones evaluadas, pero si fue exitosa su incorporacién junto con GMA.
El injerto con GMA mediante la técnica en simultaneo también se utiliza para modificar superficialmente
nanoporos perfectos de laminas de polietilentereftalato (PET). Estos nanoporos son obtenidos a partir
de trazas latentes generadas por bombardeo con iones pesados acelerados. Se incorpora IDA-Ni(ll)
como ligando pseudoespecifico. Se obtienen capas homogéneas de poliGMA de aproximadamente 5 nm
de espesor con un 1 % Gl %. Estas diferentes técnicas estudiadas demostraron ser, en cuanto al grado
de modificacién, ampliamente superiores a la quimica de derivatizacién convencional.

Una vez estudiadas las diferentes técnicas de injerto, obtenido y caracterizado los nuevos materiales
funcionales avanzados, se prosigue entonces con la segunda parte de los objetivos propuestos: lograr
obtener un sistema para inmovilizar proteinas recombinantes en forma orientada, a través de la unién a
ligandos quimicos unidos covalentemente a estos materiales poliméricos modificados con injertos de
GMA y GMA/DMAA.

En particular, investigaciones sobre la sintesis y la caracterizacion de este tipo de materiales fueron
llevadas a cabo mediante el estudio de la modificacién de PSf por la técnica en simultaneo incorporando
quimicamente ligandos de naturaleza arseniacal. Estos compuestos poseen afinidad por tioles cercanos
como los que se encuentran en motivos estructurales del tipo Cys-X-X-Cys en proteinas como la
Tioredoxina (Trx). El punto dominante de esta interaccion es que presenta especificidad y requisitos
estructurales. Los compuestos  organo-arseniacales  fueron  sintetizados, caracterizados
fisicoquimicamente, y posteriormente se estudio, por diferentes metodologias, la interaccién que
presentan frente a ditioles de moléculas de bajo peso molecular como el DTT, BAL y con monotioles
como el B-ME, entre otros.

Se presenta el estudio de la interaccion en el estado sélido de los diferentes ligandos arseniacales con
Trx. Se evalu6 y compard la especificidad de unién asi como las cinéticas de reaccion mediante
diferentes técnicas analiticas en funcién de la naturaleza del ligando y del pH.

Finalmente, se evalua la capacidad de unir especificamente proteinas de fusién a Trx y su potencialidad
como soporte alternativo para su uso en kits de diagnostico.

Director: Dr. Mariano Grasselli
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Abreviaturas

e: Coeficiente de extincién molar (en M~!cm™)

A: Longitud de onda (cm™)

p: Velocidad especifica de crecimiento microbiano (hs™)
B-ME: (-mercaptoetanol

0,: Desplazamiento quimico de un ntcleo x

A Am: Acrilamida

Ab: Anticuerpos

Ae: Actividad especifica

APA(V): Acido (4-aminofenil) arsénico o acido arsanilico o 4cido p-aminobenceno-
arsénico

APACI(ITI): p-aminofenildicloroarsina-HCI o diclorarsenanilina
APAO(III): Aminofenilarsin-6xido

Arg: Arginina

ATR: Espectroscopia de reflectancia total atenuada

BAL: 2,3-dimercapto-1-propanol

CCD: Cromatografia en capa delgada (en inglés Thin layer chromatography - TLC)
Cys: Cisteina

DMID: Diabetes mellitus insulino dependiente

DMA A: Dimetilacrilamida

DMSO: Dimetilsulféxido

DTNB: Acido 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoico)

DTT: Ditiotreitol

EDA: Etilendiamina

EDAX: Fluorescencia por dispersién de rayos X (Energy Dispersive X-Ray Fluores-
cence)

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
G.I. %: Grado de injerto porcentual
GAD: Glutamato decarboxilasa

Gly: Glicina o acido aminoacético



GMA: Glicidilmetacrilato

HDPE: Polietileno de alta densidad (high density polyethylene)
HPLC: Cromatografia liquida de alta performance

IDA: Acido Iminodiacético

IMAC: Cromatografia de afinidad con iones metélicos inmovilizados
IPTG: Isopropil-tio-3-galactésido 6 isopropil-G-D-tiogalactopirandsido
IR: Espectroscopia de infrarrojo

kDa: kilodalton

kGy: Dosis absorbida de energia ionizada

LDPE: Polietileno de baja densidad (low density polyethylene)
MBP: maltose binding protein o proteina de unién a maltosa,
MEA: etanolamina, 2-aminoetanol o monoetanolamina

NTB: nitrobenzoato

PAGE-SDS: electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
PBMA: p-[bis-(B-hidroxietilmercapto)-arsino]-anilina

PE: Polietileno

PET: Polietileno Tereftalato

Pf: Punto de fusién

Phe: Fenilalanina

P;: Peso de la fibra luego de la reaccién por injerto

PM: Peso molecular

Po: peso de la fibra antes de la reaccién por injerto

ppm: partes por millén

PSf: Polisulfona

Px: Peroxidasa

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

SANS: Dispersién de neutrones a pequenios dngulos (del inglés Small-Angle Neutron
Scattering)

SEM: Microscopia electrénica de barrido

SW %: Parametro relacionado con la capacidad de hidratacién (swelling water)
TEA: Trietilamina

Trx: Tioredoxina

UV: Ultravioleta

Wt: wild type o tipo salvaje



Definicién de Unidades, Equivalencias y
Factores de Conversién

» Dosis absorbida (D): Representa la energia absorbida por cantidad de
materia.
Luego de 1986, la unidad del SI es el Gray (Gy). La unidad anterior es el
rad, que aun se encuentra vigente.
1 Gy = 1 J de energia absorbida /kg = 100 rad

= 1 eV es la energia necesaria para mover un electrén en un campo eléctrico
de 1 volt en el vacio. 1 eV=1,6.10"* CV = 1,6.1071° J

s MeV: mega electrén volts es el poder de penetracién o alcance E
» Carga clemental e: 1,6.10719 C

s 1 Joule = 0,239 cal = 107 ergios = 6,2.1018 eV

» 1 eV/fotén = 96,5 kJ/mol = 8065 cm~! = 1240 nm

» Valor G: nimero de dtomos, moléculas, iones destruidas o producidas /
100 eV de energia absorbida.

= En promedio, un kwh de energia absorbida es aproximadamente igual a
360 Mrad.kg (6 3600 kGy.kg).






Nuestro temor mds grande no es el de sentirnos débiles.

Tenemos miedo de ser inconmensurablemente poderosos.

Es nuestra luz, no nuestra oscuridad, lo que nos atemoriza.

Nos preguntamos: “;Quién soy yo, para ser tan brillante, talentoso, ex-
traordinario?”

En realidad: “;Quién soy yo, para no serlo?...
Que finjas pequenez no le sirve al mundo. No le sirve que te encojas
para que otra gente no se sienta insequra a tu lado. Y si dejamos hacer
brillar nuestra luz, inconscientemente permitimos que los demds hagan lo
mismo. Y si nos liberamos de nuestros temores, automdticamente nuestra

presencia liberard a los demds.
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Resumen

Los materiales funcionales avanzados son altamente demandados por diferentes campos
para una amplia variedad de aplicaciones. Campos que abarcan desde la biocatdlisis has-
ta la cromatografia, y del diagnéstico hasta los sensores. La propuesta es obtener nuevos
materiales con propiedades superficiales modificadas que establezcan una interaccion es-
pecifica con proteinas naturales y recombinantes. Estos materiales poliméricos tienen una
aplicacion directa en los sistemas de purificacién de proteinas y en sistemas de diagnostico.

Las radiaciones ionizantes son capaces de modificar la estructura de los materiales
y en particular de los polimeros, ya que generan deficiencias electrénicas (excitaciones
e ionizaciones). En este trabajo se utilizan distintas fuentes de radiacién ionizante, ya
sea de naturaleza corpuscular (electrones acelerados e iones pesados acelerados) como de
naturaleza electromagnética (rayos ), para modificar los diferentes polimeros en estudio.

El objetivo especifico de este trabajo es obtener nuevos materiales poliméricos ma-
croporosos injertados con un copolimero de glicidilmetacrilato (GMA) y derivados de la
acrilamida para mejorar la hidrofilicidad y accesibilidad de los ligandos a las proteinas.

Para ello, se recurre a la modificaciéon por injerto radioinducido mediante diferentes
métodos de sintesis que permiten realizar sobre los materiales distintos grados de modifi-
caciones. Entre ellos se encuentran: la pre-rradiacion en vacio, la pre-irradiacién en aire,
y la técnica en simultaneo. Esta tltima técnica en particular también serd aplicada sobre
nanoporos originados por trazas de iones pesados acelerados.

En primera instancia, se modifican membranas de fibra hueca macroporosas de polieti-
leno (PE) por el método de preirradiacién en vacio. En esta sintesis el injerto es iniciado
por radicales libres que fueron previamente generados sobre el material por el bombardeo
con haces de electrones acelerados (radiacién (). Se evaltio la polimerizacién de monémeros
de GMA y de GMA coinjertado con dimetilacrilamida (DMAA), incorporando fenilalani-
na como ligando pseudoespecifico. Se obtuvieron grados de injerto del orden de 200% vy
rendimientos en la conversién de grupos reactivos de hasta 64 %. También se observaron
cambios significativos en las propiedades hidrofilicas de los materiales modificados. Luego,
se estudia la modificacién de PE poroso y no poroso (HDPE), incorporando AAm por
medio del injerto radioinducido utilizando el método indirecto de peroxidacién (en dos
etapas). Los grupos perdxidos reactivos son generados sobre el material durante la primera
etapa mediante la accién de rayos . Se obtienen % GI de hasta 80 % con AAm sobre PE
poroso. Se observd que ¢l injerto de la poliAAm invade al PE produciendo la destruccion
del material.

Posteriormente, se analiza la técnica de injerto en simultdneo sobre materiales de PE y
de polisulfona (PSf). Se incorpora GMA y GMA/DMAA vy se derivatiza con IDA-Ni(II) y



moléculas organoarseniacales (APA) como ligandos pseudoespecificos. Se obtienen grados
de injerto de hasta el 60%, siendo el 20 %GI suficiente para el desarrollo del trabajo.

Mediante las diferentes técnicas por injerto estudiadas se obtuvieron nuevos materia-
les con propiedades superficiales diferentes debido a la incorporaciéon de GMA, GMA-co-
DMAA y AAm. Fue posible obtener materiales macroporosos con elevada concentracion
de grupos quimicamente reactivos y con gran superficie interna de adsorcién (red poliméri-
ca tridimensional) aumentando el rendimiento en la inmovilizacién y en la capacidad de
adsorcion de este tipo de materiales. A través de la aplicacién del coinjerto, aumenté 1,5
veces la concentracién de ligando en todos las materiales GMA-co-DMAA con respecto a
las membranas GMA., ademads fue obtenido un avance substancial en el mejoramiento de la
hidrofilicidad y reactividad de los polimeros injertados. Cabe aclarar que no se ha logrado
injertar DMAA como tunico mondémero en las condiciones evaluadas, pero si fue exitosa su
incorporacién junto con GMA.

El injerto con GMA mediante la técnica en simultdneo también se utilizé para modifi-
car superficialmente nanoporos perfectos de ldminas de polietilentereftalato (PET). Estos
nanoporos son obtenidos a partir de trazas latentes generadas por bombardeo con iones
pesados acelerados. Se incorpora IDA-Ni(II) como ligando pseudoespecifico. Se obtienen
capas homogéneas de poliGMA de aproximadamente 5 nm de espesor con un 1% GI%.
Estas diferentes técnicas estudiadas demostraron ser, en cuanto al grado de modificacion,
ampliamente superiores a la quimica de derivatizacién convencional.

Una vez estudiadas las diferentes técnicas de injerto, obtenido y caracterizado los nuevos
materiales funcionales avanzados, se prosigue entonces con la segunda parte de los objetivos
propuestos: lograr obtener un sistema para inmovilizar proteinas recombinantes en forma
orientada, a través de la unién a ligandos quimicos unidos covalentemente a estos materiales
poliméricos modificados con injertos de GMA vy GMA/DMAA.

En particular, investigaciones sobre la sintesis y la caracterizacion de este tipo de ma-
teriales fueron llevadas a cabo mediante el estudio de la modificacién de PSf por la técnica
en simultaneo incorporando quimicamente ligandos de naturaleza arseniacal. Estos com-
puestos poseen afinidad por tioles cercanos como los que se encuentran en motivos estruc-
turales del tipo Cys-X-X-Cys en proteinas como la Tioredoxina (Trx). El punto dominante
de esta interaccion es que presenta especificidad y requisitos estructurales. Los compuestos
organo-arseniacales fueron sintetizados, caracterizados fisicoquimicamente, y posteriormen-
te se estudid, por diferentes metodologias, la interaccion que presentan frente a ditioles de
moléculas de bajo peso molecular como el DTT, BAL y con monotioles como el S-ME,
entre otros.

Se presenta el estudio de la interaccion en el estado sélido de los diferentes ligandos
arseniacales con Trx. Se evalué y comparo la especificidad de unién asi como las cinéticas

de reaccién mediante diferentes técnicas analiticas en funcién de la naturaleza del ligando
y del pH.

Finalmente, se evalia la capacidad de unir especificamente proteinas de fusién a Trx y
su potencialidad como soporte alternativo para su uso en kits de diagnostico.



Objetivos

Este plan de tesis tiene como objetivo fundamental la modificacién de materiales po-
liméricos para generar sobre su superficie un reconocimiento especifico a una o varias
biomoléculas. Se espera encontrar nuevas aplicaciones de estos materiales en el area bio-
tecnoldgica.

Dicho objetivo se llevara a cabo a través de la modificacién superficial de polimeros
utilizando diferentes técnicas que involucran a las radiaciones ionizantes y la derivatizacién
quimica para la inmovilizaciéon de compuestos con afinidad por macromoléculas.






Indice general

I Introduccion a la Modificacion de Materiales Poliméricos

Macroporosos 1
1. Introduccién 3
1.1. Polimeros como biomateriales . . . .. ... ... .. ... ... ......... 3
1.1.1. Definicidén . . . . . . . ... 4

1.1.2. Estructura y Nomenclatura . ... ... ... ... ... .. ... ... 5
1.1.3. Descripcion de los materiales poliméricos base . . . . .. ... ... .. 5
1.1.4. Descripcion de los monémeros utilizados . . . .. ... ... ... ... 7

1.2. Métodos de sintesis de copolimeros . . . . . ... ... ... ... .. 8
1.2.1. Reacciones de transferencia de cadena . . . . . ... .. ... ... ... 9
1.2.2. Ataque de radicales sobre polimeros insaturados . . . . . .. ... ... 10
1.2.3. Iniciadores de radicales libres . . . . ... .. ... ... ... ... 10
1.2.4. Sintesis fotoquimica . . . . . . .. ... 12
1.2.5. Degradacién mecanica . . . .. .. .. ... ... ... 13
1.2.6. Sintesis Iénica . . . . ... ... ... 13
1.2.7. Reacciones de condensacion v de apertura de anillo . . . . . ... ... 14
1.2.8. Sintesis radio-inducida . . . . .. ... ... o L 14

1.3. Cinéticas del proceso de injerto por radiacién . . . . .. ... ... ... .... 19
1.3.1. Injerto con dos monémeros . . . ... .. .. ... ... 21

1.4. Técnicas de andlisis . . . . . . . . . . . . 22
1.4.1. Gravimetria: determinacién del Grado de Injerto porcentual (G.I.%) 23
1.42. FT-IR . . . . . 23
1.4.3. IR-ATR . . . . 24
1.4.4. Microscopia electrénica de barrido . . . . . ... ... ... .. .. 25
Referencias . . . . . . . . . . ... 27

II Materiales Poliméricos: Modificacion por Radiaciones Ioni-

zantes 29
2. Polimerizacion por Injerto con Preirradiacién al Vacio 31
2.1, Introduccion . . . . . . .. 31

2.1.1. Importancia del acelerador de electrones para uso industrial . . . . . 31



2.1.2. Haz de electrones y Aceleradores . . . . . ... ... ... ... .....

2.1.3. Sobre dosis y velocidades de dosis . . . ... ... ... ... .. ... .
2.1.4. Polimerizaciéon por injerto por activacion con haces de electrones

acelerados . . . . . ...

2.2. Materiales y Métodos . . . . . . . ...

2.2.1. Polimero base y monémeros a injertar . . . . .. .. ... ... ... ..
2.2.2. Procedimiento para la reaccién de polimerizacion por Injerto en mem-

branas macroporosasde PE . . . . .. ... oL
2.2.3. Analisis de las muestras irradiadas por determinacién del Grado de

Injerto porcentual (GI%) y Grados de Conversiéon . . . . .. ... ..

2.2.4. Microscopia electrénica de barrido (SEM) . ... ... ... .. .. ..

225 FT-IR . . ..
2.2.6. Determinacion de la proporcién de monoémeros de GMA y DMAA

enel copolimero . . . . . . ...

2.2.7. Acoplamientode Phe . . . . . ... ... ... .

2.2.8. Determinacion del flujo de filtracion de agua pura. . . . . . . ... ..

2.2.9. Determinacion del parametro de hidrataciéon . . . ... ... ... ...

2.3. Resultados y Discusion . . . . . . . . . ... ...
2.3.1. Determinacién de la proporcién de monémeros de GMA vy DMAA

en el copolimero . . . . .. ... ...

2.3.2. Comparacién de las velocidades de injerto . . . . .. ... ... ... ..

2.3.3. Acomplamientode Phe . . . . .. ... ..o
2.3.4. Determinacion del flujo de permeaciéon de agua pura y del parametro

de hidratacién . . . . . . . .. ...

2.3.5. Microscopia electrénica de barrido (SEM) . .. ... .... ... ...

2.4, Conclusion . . . ... ...

Referencias . . . . . . . . . .

. Polimerizacién por Injerto por Preirradiacion en Aire
3.1. Introduccion . . . . . . . . ...
3.2. Materiales y Métodos . . . . . . . . ...
3.2.1. Materiales. . . . . . . ...
3.2.2. Procedimiento . . . .. .. . ... ...
3.3. Resultadosy Discusién . . . . . . . ...
3.3.1. Busqueda de las condiciones de injerto de los mondémeros de trabajo
sobre PE pre-irradiados . . . . . .. ...
3.3.2. Injerto de AAm sobre PE pre-irradiado . . . . ... ... ... .....
3.4, Conclusion . . . ... .. ...
Referencias . . . . . . . . . . ..

. Modificacién por Injerto en simultaneo
4.1. Introduccidn . . . . . . ...
4.1.1. Co-injerto en simultdneo con mas de un monémero . . . . . . ... ..



4.1.2. Modificaciéon quimica de las membranas modificadas mediante dcido

iminodiacético . . . . . . ... 72
4.2. Materiales y Métodos . . . . . . . ... 73
4.2.1. Polimero base y monémeros . . . . . . ... ... ... ... 73
4.2.2. Reaccién de polimerizacién por Injerto en Simultdneo en membranas
macroporosas de PSf . . . .. ..o 74
4.2.3. Acoplamiento del 4cido iminodiacético (IDA) . .. ... ... ... .. 74
4.2.4. Determinacion de las modificaciones quimicas . . . ... ... .. ... 74
4.2.5. Microscopia electrénica de barrido (SEM) . ... ... . ... .. ... 75
42.6. FT-IRelIR-ATR . ... .. . . .. .. .. . .. .. ... ... .. 75
4.3. Resultados y Discusion . . . . . . . . . ... ... 75
4.3.1. Caracterizaciéon del copolimero . . . . ... ... ... ... ... .... 75
4.4. Conclusion . . . . . . . . ... 82
Referencias . . . . . . . . . . . 83
5. Bombardeo con iones pesados e Injerto en simultaneo 85
5.1. Introduccidn . . . . . . . . ... 85
5.1.1. Implantacién y traza latente por bombardeo con iones pesados . . . . 87
5.1.2. Interacciéon de los iones pesados acelerados con la materia . . . . . . . 88
5.1.3. Grabado quimico . ... ... ... ... ... .. 90
5.1.4. Modificaciéon de membranas de poros perfectos . . ... ... ... .. 91
5.2. Materiales y Métodos . . . . . . . .. ... 92
5.2.1. Procedimiento . . . ... ... .. ... 92
5.2.2. Determinacién del% GIporpeso . . . . ... ... ... ... ...... 93
5.2.3. Caracterizacién fisica de la muestra: microscopia electrénica y SANS 93
52.4. ATR-IR . . . . . 94
5.3. Resultados y Discusion . . . . . .. ... ... 94
5.3.1. Determinacién del GI% por peso en HDPE . . . .. ... .. ... .. 94
5.3.2. Calculo de la superficie cubierta por el injerto . . . . .. ... ... .. 96
5.3.3. Injerto de GMA en membranas de poros perfectos de PET . . . . .. 96
5.3.4. Estudio por dispersién de neutrones a pequenos dngulos (SANS) . . . 99
5.4. Conclusion . . . . . . . ... 109
Referencias . . . . . . . . . . .. 111
IIT Derivatizacion y Aplicaciones 113
6. Ligandos Arseniacales 115
6.1. Ligandos Arseniacales . . . . . . .. . .. ... ... ... 115
6.1.1. Introduccidén . . . .. .. . . . ... 115
6.2. Materiales y Métodos . . . . . . . .. 118
6.2.1. Reaccion de sintesis del APAO . .. ... ... ... ........... 118

6.2.2. Reaccion de sintesis del PBMA . . . . . . ... 118



6.2.3. Determinaciéon de Punto de Fusién . . . . .. ... ... ... ... ... 118
6.2.4. Anélisis por cromatografia en capa fina (TLC) . . . ... ... .. ... 118
6.2.5. Anadlisis por HPLC . . . . ... ... ... ... 118
6.2.6. Caracterizacién espectroscépica . . . . . . . . ... 119
6.3. Resultados y Discusién . . . . . . . . . ... ... 121
6.3.1. Sintesis del APAO . . . . . . ... .. ... 121
6.3.2. Sintesisde PBMA . . . . . . ... 122
6.3.3. Caracterizacién fisicoquimica . . . . . ... ... ... .. L. 123
6.3.4. Cuantificacién del ligando en solucién . . . . ... ... ... ... ... 133
6.3.5. Estudio de la reactividad de los compuestos obtenidos . . . . . . . .. 134
6.3.6. Reactividad por reacciones acopladas . . . ... ... ... ..... .. 139
6.3.7. Oftros aportes a la reactividad. .. . . . ... ... ... ... .. ... .. 144
6.4. Conclusion . . . . . . . . . .. ... 145
Referencias . . . . . . . . . . ... 147
. Derivatizacion con Ligando Arseniacal y Aplicaciones 151
7.1. Introduccidn . . . . . . . 151
7.2. Materiales y Métodos . . . . . . . . ... 153
7.2.1. Muestras proteicas . . . . ... ... 153
7.2.2. Determinaciones analiticas . . . . . .. ... ... ... .. L. 153
7.2.3. Protocolo de inmovilizaciéon del PBMA . . . ... ... ... ... ... 153
7.2.4. Control por hidrélisis dcida del grupo epéxido (membranas H) . . . . 154
7.2.5. Control por inactivacién del grupo epdxido por S-ME
(membranas E) . .. ... 154
7.2.6. Cuantificaciéon de Astotal . . . . . ... ... ... L. 154
7.2.7. Cuantificacién de As por la técnica de Ellman modificada . . . . . . . 154
7.2.8. Determinacion de la Capacidad maxima de Adsorciéon especifica a Trx155
7.2.9. Determinacion de la Especificidad . . . .. ... ... .. ... ..... 155
7.2.10. Tratamiento de Deshidratacién y Rehidratacién . . . . . . .. ... .. 156
7.2.11. Analisis cinético y de unién en el equilibrio en el estado sélido. Es-
tudio de la interacciéon As-Proteina. . . . .. ... ... ... ... ... 156
7.3. Resultados y Discusiéon . . . . . . . . ... 157
7.3.1. Inmovilizacién y sintesis del ligando in situ . . . . . . .. ... ... .. 157
7.3.2. Cuantificacién de Astotal . . . . . .. .. .. ... L. 160
7.3.3. Cuantificacién de As(III) inmovilizado por la técnica de Ellman mo-
dificada . . . . ... 161
7.3.4. Especificidad y capacidad de adsorcién de proteinas . . . .. ... .. 163
7.3.5. Inmovilizacion orientada de HP-r'Trx. . . . ... ... ... ... ... .. 164
7.3.6. Andlisis cinético y de unién en el equilibrio en el estado sélido. Es-
tudio de la interaccién As-Proteina. . . .. ... .. ... ... ... .. 166
7.3.7. Inmovilizacién de proteinas de fusién a Trx. . . . . ... .. ... ... 170
7.4, Conclusion . . . . . . . . 174
Referencias . . . . . . . . . . . . 177



IV  Conclusiones 179

8. Discusion General y Conclusion 181
V  Anexos 185
A. Estructura y Nomenclatura de polimeros 187
B. Obtencion de las Proteinas de Interés 189
B.1. Introduccidén . . . . . . ... 189
B.2. Materiales y Métodos . . . . . . . . . .. ..., 189
B.3. Resultados y Discusién . . . . . ... ... 189
B.3.1. Obtencién de Trx de Escherichia coli recombinante . . . . . . ... .. 189
B.3.2. Obtencion de TrxGADG5 . . . . . . . ... ... ... ... ... 192
Referencias . . . . . . . . . . . .. 195
C. Materiales y Métodos Generales 197
C.1. Métodos de determinacién de proteinas totales . . . . . . ... ... ... ... 197
C.1.1. Absorbanciaen UV . . .. ... . ... ... . . ... 197
C.1.2. Colorimétricos . . . . . . . . . . . . 197
C.2. Métodos de determinacién de actividad enzimatica . . . ... ... ... ... 198
C.2.1. Trx: Turbidimétrico. Adaptacién a microensayo. . . . . . ... ... .. 198
C.2.2. Trx: Fluorométrico. . . . . . . . .. .. ... .. ... 199
C.2.3. TrxGADG65: radioisétopos. Adaptacion a estado sélido . . . . . . . .. 200
C.3. Métodos para el seguimiento del crecimiento celular e induccién . . . . . . . . 201
C.3.1. Determinacion de la velocidad de crecimiento de las células . . . . . . 201
C.3.2. Determinacién enzimdtica de consumo de glucosa . . . . . . . ... .. 202
C.3.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida . . . . . ... ... ... .... 202
C.4. Métodos de clonado y obtencién de las cepas productoras . . ... ...... 203
C.4.1. Crecimientoy Expresién . . . . . ... .. ... 203
C.5. Métodos fisicos de ruptura celular . . . . . . ... ... ... ... ... .. ... 204
C.5.1. Por ultrasonido (sonicacién) . . . . . ... ... ... .. ... ... 204
C.5.2. Shock Osmético . . . . . . . . . . . . .. 204
C.5.3. Homogenizador de Alta Presién . . . . . ... ... .. ... ... .... 204
C.6. Separacién y acondicionamiento de las muestras proteicas . . . ... ... .. 205
C.6.1. Ultrafiltraciéon (UF) y Diafiltracién . . . ... ... ... ... ... ... 205

C.6.2. Cromatografia de Exclusién (SEC): separacién de grupos (desalado
y cambio de buffer) . .. ... ... o oo 205
C.7. Purificacién por cromatografia . . . . . . .. ... ... 206
C.7.1. Cromatografia de Intercambio Iénico (IEC) . .. ... ... ... ... 206
C.7.2. Cromatografia de afinidad por iones metédlicos IMAC . . . ... ... 207
C.8. HPLC . . . . 208



C.9. Electroforesis Capilar (EC) . . . ... ... .. .. ... .. ... .. ... ...

Referencias



Parte 1

Introduccion a la Modificacion de Materiales
Poliméricos Macroporosos






Capitulo 1

Modificacion de Materiales Poliméricos
Macroporosos

1.1. Polimeros como biomateriales

En la actualidad, los polimeros son considerados productos de alta tecnologia y son
ampliamente utilizados en la vida cotidiana, con aplicaciones inigualadas en casi todos los
campos (como por ejemplo, en el de la salud, en la construccién, en la industria automotriz,
en la industria aeroespacial, en la de plasticos y embalajes, y en la deportiva). La principal
ventaja que ofrecen es que existe una gran cantidad de materiales diferentes con propiedades
mecénicas, fisicas y/o quimicas especificas. Sin embargo, no siempre se pueden obtener
propiedades estructurales y superficiales adaptadas a su uso final y es necesario introducirles
modificaciones.

Surge entonces una mayor demanda de técnicas de modificacién de superficie donde son
de importancia algunas caracteristicas como: (i) que la modificacién se encuentre restringi-
da a las capas mas externas de material, de manera de mantener intactas las propiedades
mecénicas del polimero, (ii) que ademés pueda ser aplicada a polimeros con diferentes for-
mas geométricas, y (iii) que las modificaciones sean estables durante la aplicacién especifica
y el almacenamiento.

Algunas de estas técnicas de modificacion de superficie que se esquematizan en la Fi-
gura 1.1, involucran tratamientos con acidos, electroquimicos, contacto de superficies con
gases reactivos (plasma) y con radiaciones (gamma, haz de electrones).

A partir de mediados de siglo XX, el uso de las radiaciones ionizantes impulsé el desa-
rrollo de la radioquimica de polimeros, incidiendo particularmente en distintos campos con
numerosas v variadas aplicaciones. Entre estos campos se encuentran el de los materiales
(reticulacién, polimerizacién), de tecnologia espacial y nuclear, de electrénica (microlito-
graffa), de embalajes, médico (biomateriales, esterilizacién de productos descartables) y
alimenticio (conservacién de alimentos).

Las radiaciones ionizantes son capaces de modificar la estructura de los materiales y en
particular de los polimeros, generando deficiencias electrénicas (excitaciones ¢ ionizaciones).
Las fuentes de radiacién ionizante pueden ser de naturaleza corpuscular (o, (3, protones,
electrones acelerados, neutrones o iones) o de naturaleza electromagnética (rayos v o X).
Las radiaciones ionizantes mas utilizadas en radioquimica de polimeros son los rayos ~
y los electrones acelerados [1]. Principalmente se utilizan dos grandes tipos de fuentes:
(i) las que se basan en la desintegracién radiactiva de cobalto 60, de 1,3 MeV; y (ii) los
aceleradores de electrones, que pueden generar corrientes de (a) tipicamente entre 150 y

3
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Figura 1.1 — Esquema de las técnicas méas comunes utilizadas en la modificacién superficial de
polimeros

i

400 keV (de bajo voltaje) y (b) de 1,5 0 2 MeV hasta 10-14 MeV (de alto voltaje). Una
caracteristica util de las fuentes de %°Co es que poseen rangos de velocidades de dosis de
0,1 a 30 kGy/hora [2]. En los dltimos anos también se han comenzado a utilizar los iones
pesados acelerados [3, 4, 5].

1.1.1. Definicion

Los polimeros son materiales compuestos de macromoléculas lincales, formadas por
motivos elementales (monémeros) unidos covalentemente entre ellos. Estas cadenas estan
principalmente constituidas por atomos de carbono sobre los cuales se unen otros elementos
como el hidrégeno o el oxigeno. Otros elementos, particularmente el cloro, el nitrégeno y
el flior, también pueden intervenir en la composicion de la cadena.

Segun la IUPAC, se define copolimero injertado a un polimero que consiste de dos
o mas partes poliméricas, de diferente composicién, unidas quimicamente entre si. Esta

Lic. Maria Laura Carbajal
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unién puede producirse de diferentes formas, ya sea por una primera polimerizacién de un
monoémero dado y subsiguiente polimerizacién de otra clase de monémero sobre ¢l producto
de la primera polimerizacién, o por la unién de dos polimeros mediante reaccién quimi-
ca entre sus grupos terminales, o por reacciones de entrecruzamiento entre los diferentes
materiales.

1.1.2. Estructura y Nomenclatura

Segun la composicién en monémeros de su estructura, los polimeros pueden definirse co-
mo homopolimeros (quimicamente homogéneos y derivan de una sola especie de monémero)
o copolimeros simples (derivan de dos monémeros diferentes).

Siendo A y B mondémeros, se define:

(Homo )polimero: -A-A-A-A-A-A-A-A-A-
Copolimero: -A-B-A-A-A-B-B-A-A-

Segun los métodos de preparacion (o los posibles mecanismos involucrados), se pueden
producir diferentes combinaciones de los mondémeros que generan distintos copolimeros,
por lo que es necesario organizarlas en subclasificaciones.

El homopolimero se describe como poli(A), poli(B). Los polimeros ramdom se indican
con el prefijo -co-, por ejemplo (poli(A-co-B) o poli(B-co-A); los copolimeros alternados
con -alt-. Para diferenciar entre copolimeros por injerto o en bloque es necesario introducir
dos prefijos adicionales, -b- para segmentos lineales en bloque y -g- para los segmentos
injertados en bloque, como por ejemplo poli(A-b-B) y poli(A-¢-B).

En este tipo de nomenclatura, para el copolimero por injerto, el primer segmento de
polimero nombrado corresponde al homopolimero o copolimero que se prepara en el primer
paso de sintesis. En un copolimero, el primer monémero mencionado es el que esta presente
en mayor proporcion. Los fenémenos de entrecruzamiento y ramificacién son acomodados
de la misma manera con prefijos [cl] y [br], respectivamente, como por ejemplo poli(A-
g/br[-B) o poli(/cl/A-g-B).

En particular, a los copolimeros desarrollados en este trabajo les corresponde la deno-
minacién del tipo Injerto. También se los puede denominar con la nomenclatura de tipo
general o Inespecifico, poli(A-co-B) (ver Apéndice A).

En este trabajo de tesis se utilizarad una nomenclatura simplificada, en caso de realizar
diferentes injertos sobre un mismo polimero base, se especificara en un principio al polimero
base y luego sélo se hard referencia al copolimero injertado, como por ejemplo, poliGMA
o poliGMA /DMAA en el caso del injerto de un copolimero con los monémeros GMA 'y
DMAA.

1.1.3. Descripcion de los materiales poliméricos base

En el desarrollo de este trabajo de tesis se utilizaron diferentes tipos de polimeros
base (Figura 1.2). A continuacién se describen brevemente sus principales caracteristicas
fisicoquimicas y sus aplicaciones mas comunes.

Lic. Maria Laura Carbajal
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Los plasticos que se denominan termopldsticos son aquellos que sufren cambios rever-
sibles con la temperatura sin cambios en la estructura quimica del material, pudiendo ser
entonces reutilizados.

Polietileno (PE): Probablemente es el polimero més utilizado en la vida cotidiana. Este
termopldastico econdémico, se utiliza por ejemplo para hacer bolsas, juguetes para ninos, en-
vases, peliculas (films) para empaques, y tuberias. Ofrece una amplia gama de propiedades
debido a las diferencias en su estructura y peso molecular. Polietileno de Baja Densi-
dad (LDPE): PE muy ramificado, de pesos moleculares promedio en el rango de 104 uma.
Comunmente usado para formar peliculas y ldminas. Es muy buen aislante (dieléctrico) con
bajo factor de pérdida, por lo cual tiene gran demanda como recubrimiento de cables, en
especial cables submarinos y aplicaciones de radar. Posee buena resistencia quimica, baja
resistencia al UV, es inflamable, con alta permeabilidad a gases (especialmente a CO,),
baja temperatura de reblandecimiento y baja resistencia a la deformacién pléstica, tam-
bién presenta estrés por resquebrajamiento. Polietileno de Alta Densidad (HDPE):
PE de cadena lineal no ramificada, de pesos moleculares promedio en el rango de 10% uma.
Con buena resistencia de impacto a baja temperatura y muy buena resistencia quimica.
Susceptible a agrietamiento por estrés ambiental, posee baja resistencia al UV. En compa-
racion con el LDPE, presenta una mayor rigidez y soporta temperaturas mas severas. En
comparacién con el polipropileno (PP) tiene menor rigidez. Comtinmente utilizado para
fabricar botellas, tambores, tanques, contenedores y tubos.

Polietilentereftalato (PET): cs cl mds comin de los poliésteres termoplasticos. Usa-
do para cuerdas de cubiertas de automdviles, cintas magnéticas, botellas para refrescos,
componentes eléctricos, fibras de una amplia gama de textiles y otros usos industriales
(Dacron®), Trevira®), Terylene@®). Ademas, las fibras de PET son uno de los biomateriales
con mayor uso clinico (Dacron®), DuPont@®)) ya que poseen propiedades fisicas adecuadas
(elasticidad, permeabilidad, resistencia), son de facil purificacién, fabricacién y esteriliza-
cién; ademas, no incluye reacciones secundarias y puede ser usado en contacto con fluidos
corporales [6]. Tiene buena resistencia quimica excepto a la hidrélisis por alcali. Es un ma-
terial hidrofébico y su cristalinidad varia de amorfo a cristalino. En cuanto a las ldminas
de PET, se suele hacer referencia a sus principales marcas (Mylar®), Melinex®) o Hostap-
han®)) que son estabilizadas térmicamente. Se utilizan en capacitores, gréaficas, bases de
peliculas y cintas de grabacién entre otras aplicaciones.

Polisulfona (PSf): Las polisulfonas, como familia quimica, presentan elevada estabili-
dad quimica y mecanica, poseen muy buenas propiedades térmicas, eléctricas y resistencia
a la deformacién plastica bajo un amplio rango de temperaturas. Material biocompati-
ble. utilizado como material biotecnolégico, termoplastico resistente. Posee meteorizacion
quimica pobre. Las ventajas de estos polimeros se han visto reflejadas en el sector aero-
espacial, automotriz, de electricidad y sistemas de iluminacién, entre otras (sobre todo
en aplicaciones donde se requieren condiciones exigentes de durabilidad sostenida). Estos
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Figura 1.2 — Polimeros base utilizados

polimeros son particularmente sensibles a las radiaciones ionizantes vy pueden verse some-
tidos a reacciones de escisiéon de cadena con G(S) ~ 10 (este alto valor se debe a la escisién
selectiva de los enlaces C-S). Oleofinas y di6éxido de azufre son los productos mayoritarios
de radidlisis, mediado por carbaniones [2].

1.1.4. Descripcion de los monémeros utilizados

Glicidilmetacrilato (GMA). Caracteristicas: Monémero bifuncional ya que contiene
un grupo vinilo y un grupo epéxido reactivos en una misma molécula. El grupo vinilo puede
polimerizar por radicales libres. Por otro lado, el grupo epdxido resulta de caracter iénico.
La bifuncionalidad puede ser utilizada para generar polimeros de tipo vinilicos o polime-
ros de tipo de policondensacién. El grupo epoxi puede reaccionar con varios compuestos
con hidrégenos reactivos, como acidos, bases, aminas secundarias o primarias, alcoholes,
agentes oxidantes y reductores (por ejemplo, sulfito), a temperatura ambiente o en calien-
te. Propiedades fisicoquimicas: Formula quimica C;H9O3; PM 142,15. Aspecto: Liquido
incoloro con olor frutado. Muy poco soluble en agua (5-10 mg/ml en agua a 20 °C), so-
luble en la mayorfa de los solventes orgénicos. Densidad especifica (20 °C): 1,073. Indice
de refraccién: 1,448. Punto de ebullicién (a 760 mm Hg): 189 °C. Punto de fusién, menor
a -50 °C (Blemmer G®), Nip6n oil & Fats Co., LTD). Campos de aplicacién: Industria de
resinas sintéticas, fibras sintéticas, pinturas y adhesivos.
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8 Capitulo 1. Introduccién

N, N-dimetilacrilamida (DMAA). Caracteristicas: Monémero hidrofilico. Es rapi-
damente polimerizado por iniciadores de cadena por radicales libres. Se pueden reali-
zar polimerizaciones en solucién, emulsion, suspensiéon y en bloque. En soluciones acuo-
sas de DMAA /acrilamida, en presencia de sales de peroxibisulfato, se producen reac-
ciones de entrecruzamiento debido a la dehidrogenacién del radical metil N-sustituido.
Propiedades fisicoquimicas: Férmula quimica CsHgNO; PM 99,133. Aspecto: liquido limpi-
do incoloro o levemente amarillento. Soluble en agua y solventes organicos comunes. Inso-
luble en n-hexano. Hidroscépico. Densidad especifica (20 °C): 0,9653. Indice de refraccion:
1,4723. Viscosidad: 1,35 c.p. (25 °C). Punto de ebullicién (a 760 mm Hg): 171-172 °C; punto
de fusién: -20 °C (Marca Kohjin, Japén). Campos de aplicacién: adhesivos, recubrimiento
de materiales, tratamiento textil y del papel, lentes de contacto, materiales para foto-
graffa e impresion, materia prima en materiales para cosmética y medicina, recuperacion
de polimeros de petréleo, diluyente para resinas curables por UV, entre otros [7].

Acrilamida (AAm). Caracteristicas: vinil amida derivada del 4cido propenoico. Moné-
mero hidrofilico. Propiedades fisicoquimicas: Férmula quimica C3HsNO; PM: 71,08. Aspec-
to: Cristales blancos, inodoros. Soluble en agua (2150 mg/ml, a 30 °C), etanol y éter. Punto
de ebullicién (se descompone): 175-300 °C. Punto de fusién: 84,5 °C. Campos de aplicacion:
se emplea en la fabricacién de papel, extraccion de metales, industria textil y obtencién de
colorantes. También se emplea en la sintesis de poliacrilamidas.

i T (8]
YLO HLT ] \)L -
0
GMA

DMAA AAm

1.2. Métodos de sintesis de copolimeros

La polimerizacién es una reaccién que combina, por una reaccion covalente, moléculas
de bajo peso molecular (monémeros, A, B, M) para formar una macromolécula de alto
peso molecular (polimero P, A, B,, M,).

Existen dos grandes tipos de polimerizacién: reacciones de polimerizacion en cadena
y reacciones de policondensacion. En el primer caso, la formacién de la macromolécula
resulta de la adicion de monémeros a través de los extremos y necesita la existencia de un
sitio activo. En el segundo caso, la formacion de la macromolécula resulta de la eliminacion
de pequenas moléculas como H,O, HCI, por reaccion entre dos monémeros polifuncionales.
Estos dos tipos de polimerizaciones poseen distintos mecanismos.
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1.2. Métodos de sintesis de copolimeros 9

Dentro de la polimerizacion por adicién es de particular interés la polimerizacion radi-
calaria, ya que es una de las formas méds importantes de polimerizacién a nivel industrial.
Gran variedad de monémeros pueden ser polimerizados y la reaccién puede ser contro-
lada por aditivos, temperatura y/o estados de la materia (estado gaseoso, en masa, en
suspensién, emulsién, solucién, precipitado de una solucién o gas).

El sitio activo es un radical libre. Este es una especie neutra (d4tomo o molécula) que
posee un electrén desapareado y tiempos de vida media generalmente muy cortos (en
general en el orden de 10* segundos). Pueden ser creados por radiaciones ionizantes,
UV (iniciacién fotoquimica), calentamiento (iniciacién térmica) o quimica (por ejemplo,
peré6xidos)

El proceso de polimerizacién involucra las siguientes etapas generales:

1. Iniciacién: es la etapa de formacién del sitio activo; el polimero se inicia por la
formacién de un radical mediada por un iniciador (activacién). El sitio activo define
el tipo de polimerizacion.

2. Propagacioén: el macro radical formado incorpora mondémeros. Etapa de crecimiento
de la cadena macromolecular.

3. Terminacién: eliminacién de radicales por acoplamiento o desproporcién o por ex-
ceso de radicales iniciadores.

Cada etapa posee una velocidad de reaccién (v;) caracterizada por una constante de
velocidad (k;).

Existen varias formas de obtener copolimeros. A continuaciéon se describen las maés
importantes.

1.2.1. Reacciones de transferencia de cadena

Este mecanismo de polimerizacion ha sido aplicado desde 1937 en polimerizaciones en
masa, en emulsién, en suspensién y en solucion.

Cuando una reaccién de polimerizacién estd en fase de propagacién puede ocurrir una
sustraccion de atomos de H o halégenos sobre otro polimero P presente en el medio, de
esta manera, la cadena M,, se incorpora a P generando un polimero injertado. Interrumpe
el crecimiento de la cadena pero sin la destruccién del centro activo que es transferido a
otra molécula (mondémero, solvente). Esta reaccién disminuye las masas moleculares de las
cadenas y su extension.

Una reaccién de transferencia de cadena es caracterizada por una constante de transfe-
rencia de cadena que representa la relacién entre constantes de velocidad de transferencia
y de velocidad de homopolimerizacién. En otras palabras, siendo ~M,,- la cadena creciente
de monomero, P el polimero base, v M; a la unidad de mondémero, se¢ define la constante
de transferencia de cadena como: vp_y, [V, -

La reaccion de transferencia de cadena (1.1) posee una energia de activacién mayor que
la reaccién de homopolimerizacién (1.2), resultando entonces ésta tltima maés favorecida.
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10 Capitulo 1. Introduccién

La temperatura de reaccién es una variable a considerar para modificar este fendmeno.

NMn-+P—>P—Mn yVp-m,

~ My -+ My > ~ Moy Vg,

La velocidad de transferencia de cadena depende de otros factores importantes que
influencian la reaccién de injerto. Entre estos factores se encuentran: la relacién molar, la
reactividad del radical libre y labilidad del 4tomo a sustraer de P: el tipo y concentracion
del iniciador de polimerizaciéon quimica; la naturaleza quimica de P y M.

Por ejemplo, el PE, vy en menor proporcién el PP, son polimeros muy estables por poseer
en su estructura uniones C-C y C-H. Obtener un radical libre H- para activar y generar
otros radicales libres, y asi poder obtener el injerto, requiere de energias superiores a las
proporcionadas por la radiacién UV.

1.2.2. Ataque de radicales sobre polimeros insaturados

Cuando los monémeros vinilicos son polimerizados en presencia de macromoléculas que
contienen dobles enlaces en la cadena principal, pueden formarse copolimeros injertados.
Los polimeros conteniendo vinilos son mas labiles y reactivos. Se requiere la presencia
de un iniciador de radicales libres como el peréxido de benzoilo que, al poseer efectos
estabilizantes del radical libre por resonancia, favorece entonces la reacciéon de adicion.
Esta reaccién de polimerizacién es también conocida como copolimerizacién por adicién.

Esta copolimerizacion resulta ttil en la sintesis de copolimeros injertados en sistemas
poliméricos con dobles enlaces “residuales” (remanentes del proceso de sintesis del mismo).

Aunque las reacciones de copolimerizacion por adicién tienen lugar a baja temperatura,
v a concentraciones del polimero menores que las requeridas para la transferencia de cadena,
éstas ultimas también pueden producirse.

1.2.3. Iniciadores de radicales libres
Térmicos

Los iniciadores térmicos (o aceleradores) son moléculas que generan radicales libres al
descomponerse con la temperatura. Por ejemplo el N, N-azobisisobutironitrilo (AIBN) que
se descompone en Ny estable y dos radicales.

e e
CHg_?_N=N_({:_CH3 —%2 CH3 -—(':‘ + N-;
CN CN CN
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1.2. Métodos de sintesis de copolimeros 11

Hidroxiperoxidacion

Otro de los métodos importantes en la preparacion de copolimeros por injerto es la
introduccién de grupos hidroperéxido en posiciones al azar en toda la longitud de la cadena
polimérica para formar un iniciador funcional. Existen varios métodos para introducir los
grupos hidroperéxidos a lo largo de la estructura de cadena, uno de ellos es la oxidacién
directa y otro la ozonificacién.

1. Omidacion directa: La oxidacion quimica de grupos vinilo presentes en P puede ser
utilizada para iniciar la polimerizacion de M vinilicos bajo condiciones redox. Si se
logra controlar el grado de ramificacién (por variacién del grado de oxidacién del
esqueleto del polimero), este método es capaz, al menos en un principio, de formar
un injerto libre de homopolimero.

2. Ozonizacion: El uso de ozono como método para introducir grupos hidroperéxidos es
generalmente usado en gomas naturales. En principio, puede ser aplicado a cualquier
polimero conteniendo hidrégenos labiles o insaturaciones. Sin embargo, un trata-
miento intensivo puede conducir a la degradacién méas que a la generacién de los
hidroperéxidos.

La capacidad de formar peréxidos estables en el polimero depende de la estructura de
las macromoléculas. Para una hidroxiperoxidacién méas homogénea se requiere realizar la
reaccion en solucion.

Diazotacion

Los polimeros por injerto también pueden ser obtenidos de polimeros conteniendo gru-
pos amino-aromaticos. Cuando tales compuestos de alto peso molecular son diazotizados,
se forma una sal de polimero de diazonio que reacciona con Fe?* para formar un poli radical
polimérico capaz de iniciar la polimerizacion de M vinilicos.

R-06H4—N5 -+ Fe?t — R—CﬁH4—N2' + Fe3+
R—C@H4—N2' g R—CGH4' + NQ

La degradacién térmica de los derivados de diazonio puede llevar a insolubilizacion, pro-
bablemente debido al entrecruzamiento de cadenas por recombinacion de radicales libres.

Tiosulfatos, hidrosulfitos, sulfitos, incremento de temperatura, sales de Fe(II) o Cu(I),
son los mejores agentes reductores para los grupos azo. Sin embargo, el uso de sulfitos y
metasulfitos conduce a la formaciéon de homopolimero.

Sistemas redox

Ciertas sales de Cerio, como el nitrato y el sulfato, forman sistemas redox muy efectivos
en presencia de agentes reductores organicos como alcoholes, tioles, glicoles, aldehidos y
aminas. La oxidacién y reduccion produce iones cerio y especies transientes de radicales
libres capaces de iniciar polimerizaciones.

En el caso de los alcoholes, por ejemplo:
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12 Capitulo 1. Introduccién

Ce** + R-OH « [complejo alcohol-Ce| — Ce3* + H* + RCH-OH (6 RCH,0-)

Entre las desventajas se encuentran la contaminacién del producto final por Cerio y
los bajos rendimientos de reaccién, por lo que se requieren varios ciclos para obtener un
buen porcentaje de injerto. Esta técnica se aplica a la modificacién de polimeros naturales
(celulosa, almidén) dado que presentan gran cantidad de hidroxilos vecinales.

Radicales atrapados

Si durante una polimerizacién por radicales libres, el sistema se torna altamente viscoso
o entrecruzado, con pérdida de la movilidad de las cadenas crecientes, puede ocurrir un
enlentecimiento en el paso de terminacién de reacciéon. A este fendmeno se lo conoce como
Efecto Trommsdorff o efecto de gel. A parte de los factores cinéticos asociados con este
efecto, aparecen en el sistema, debido a las condiciones de estado no estacionario, macro
radicales de vida media larga. Estos macro radicales atrapados u ocluidos pueden ser
utilizados para generar copolimeros de bloque o de injerto actuando como iniciadores de
la polimerizacion de un segundo mondémero. Los radicales atrapados pueden ser originados
por radiacién (ver seccién 1.2.8).

1.2.4. Sintesis fotoquimica

Cuando una molécula absorbe radiacién electromagnética en la regiéon UV-Visible, y
su energia es incrementada, se dice entonces que la molécula se encuentra en un estado
excitado. Esta molécula rica en energia puede disociarse en radicales libres reactivos o
disipar su energia por fluorescencia, fosforescencia. o colisién. En el caso de un polimero,
este proceso puede derivar en la formacion de sitios de radicales libres sobre la estructura
del mismo que pueden ser utilizados para iniciar la copolimerizacién por injerto o en bloque.
El proceso puede ser promovido por la adicién de fotosensibilizadores. Al absorber energia,
un fotosensibilizador puede descomponerse en radicales libres activos o transferir la energia
absorbida a otras moléculas del sistema, y asi promover la reaccién de copolimerizacion. Las
cetonas alifaticas son comunmente utilizadas como sensibilizadores. En la fotdlisis, tanto
en fase sélida como en fase liquida, ocurren dos reacciones simultaneas, que se describen a
continuacion:

R-CO-R' % R + R'CO- > R- + R + CO- (Tipo 1)
R-CH,-CH,-CH,-CO-R’ % RCH=CH, + CH;COR’ (Tipo 2)

Sélo en la reaccion de Tipo 1 se generan radicales. Los polimeros vinilicos conteniendo
grupos carboxilos, pueden experimentar reacciones similares frente a la radiacién. General-
mente, en estos casos se obtienen mezclas de injerto y homopolimero. asi como de aldehidos
menores y metano.

Ademads de los grupos carbonilo, los enlaces carbono-halégeno son sitios labiles a la ra-
diacién. Estos pueden ser incorporados en sitios al azar a lo largo de la cadena polimérica
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1.2. Métodos de sintesis de copolimeros 13

mediante métodos quimicos (por ejemplo con tetrabromuro de carbono y bromotricloro-
metano).

La fotoiniciacion directa puede ser aplicada directamente a unos pocos polimeros. Sin
embargo, con el uso de fotosensibilizadores esta técnica tiene un mayor espectro de apli-
cacion. Clorobenzofenona, deoxibenzoina, 4,4 "-dimetilbenzofenona son algunos de los fo-
tosensibilizadores que han sido utilizados y que actian eficientemente en la iniciaciéon de
radicales libres.

1.2.5. Degradacion mecanica

Cuando una molécula de polimero es sometida a fuerzas de cizalla o a estrés mecdanico,
puede ocurrir una escision de enlaces produciendo radicales libres en los extremos de las
cadenas. Si un mondémero estd presente durante este proceso puede iniciarse entonces una
copolimerizacién en bloque.

A continuacién se exponen algunos ejemplos de los numerosos métodos de degradacion
mecanica de macromoléculas y la subsecuente formacién de copolimeros en bloque que han
sido desarrollados:

1. La masticacion en frio, la molienda, y extrusion de los polimeros en el estado vis-
coelastico. Se producen mezclas de copolimero por injerto y en bloque (interpolimero)
sobre sistemas naturales y gomas. Requiere condiciones anoxigénicas.

2. Desintegracién intensiva por pulverizacién y molienda por vibraciéon de polimeros.
Se forman centros activos especificos de naturaleza de radical libre o idénica sobre
las superficies nuevas que pueden reaccionar con monémeros para polimerizar o con
polimeros para crear injertos o bloques.

3. La alta velocidad de agitacion y el movimiento a través de orificios estrechos de la
solucién de polimeros. Se producen ademas otros productos de degradacion secunda-
rios.

En la mayoria de estos métodos, es predominante la formacién de copolimeros en bloque,
y en algunos casos también presentan injerto.

1.2.6. Sintesis Iénica

La copolimerizacién por injerto puede también ocurrir por mecanismos iénicos. En los
mecanismos aniénicos, el injerto es iniciado por carbaniones mientras que en los mecanismos
catidnicos se debe a iones carbono.

Los iniciadores de iones carbono mayormente utilizados son BF3, SnCl; y AlBr3. En la
mayoria de los casos se requieren temperaturas de reaccién por debajo del cero y solventes
organicos (el agua es un potente inhibidor).

Los carbaniones, tanto de naturaleza monomérica como polimérica, capaces de iniciar
copolimerizaciones por injerto son resultado de la formacién de complejos organometalicos
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14 Capitulo 1. Introduccién

con metales alcalinos en solventes anhidros como el tetrahidrofurano (THF). La polimeri-
zacion catidnica no es espontanea v es fuertemente influenciada por los contraiones.

1.2.7. Reacciones de condensacién y de apertura de anillo

Moléculas de polimero conteniendo un dtomo de H reactivo (grupos hidroxilo, carboxilo,
amino, tiol, y ciertos ésteres) pueden ser unidos quimicamente por medio de una reaccién
de condensacién con a-epoxidos para formar copolimeros en bloque o injertados. Si estos
grupos funcionales estan localizados en los extremos, el resultado serd una copolimerizacion
en bloque. Si en uno de los polimeros se encuentran al azar a lo largo de la cadena el
resultado serda un injerto. Si ambas especies contienen los grupos en posiciones al azar
resultard en una estructura entrecruzada compleja.

Entre algunos ejemplos, obtenidos a partir del tratamiento con éxido de etileno, se en-
cuentran ciertos surfactantes no iénicos como Pluronics®) y Tetronics®), y algunos nuevos
derivados del nylon®). Sobre superficies de lana conteniendo -OH y -NH, se han incor-
porado poliamidas, poliuretanos, poliureas, poliésteres y policarbonatos por condensacion
interfacial [8].

1.2.8. Sintesis radio-inducida

La radiacion electromagnética de alta energia puede inducir procesos fisicos y quimicos
sobre un sistema quimico determinado; el flujo de particulas energéticas produce ionizacion
y excitacién en el material (con la consecuente formacién de iones, electrones, radicales y/o
estados excitados) que conllevan a la modificacién del sistema hacia nuevos productos.

La radiacién ~ estd constituida por fotones de alta energia, con mayor poder de pe-
netracion pero menor poder de ionizacién que las particulas a y 3. Cuando la radiacién
clectromagndtica interacciona con la materia, pueden ocurrir tres fendmenos de atenuacion
diferentes denominados efecto fotoeléctrico, dispersion de Compton, v producciéon
de pares (Figura 1.3).

El efecto fotoeléctrico o fotoionizacién ocurre cuando rayos v de baja energia
chocan con el dtomo entero, resultando en la desaparicién del fotén y la expulsién de un
electrén, dando lugar a un ién positivo; toda la energia del fotén incidente es absorbida
y transferida a un electrén atémico simple (fotoelectrén) con una E cinética, que es la
diferencia entre la energia del fotén y la energia de enlace electrén-atomo. Este efecto es
importante en elementos pesados.

Los rayos v de energia intermedia pueden dispersar electrones. Al chocar elasticamente
con un electrén, parte de la energia del fotén le es transferida resultando en la expulsion del
electrén del atomo. La otra parte es liberada como un nuevo fotén, de menor energia y con
direccién distinta de la incidente. Este mecanismo es conocido como efecto Compton.
Este efecto es importante en elementos de bajo Z (con rango de energia de 30 KeV a 20
MeV) o con energias menores (entre 1 a 5 MeV) si es el caso de elementos con Z elevados.

La produccién de pares involucra la completa absorcién del fotén en la vecindad del
nicleo (campo de Coulomb) con la formacién de un positrén y un electrén. Este efecto
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Figura 1.3 — Representacion esquemética de los tres fendmenos de atenuacién que pueden ocurrir
al interactuar la radiacién electromagnética con la materia.

no ocurre a menos que el fotén pase un umbral de energia (energias foténicas mayores a
1,02 MeV). Se favorece a mayores masas atémicas (elementos pesados) y al incrementar la
energia. Cuando el electrén y el positrén chocan entre si, originan dos rayos v con energias
de 0,51 MeV cada uno.

Las reacciones fotonucleares pueden expulsar un protén o neutrén del nicleo, dando
lugar a compuestos radioactivos. Esto sélo puede ocurrir si el fotén incidente tiene una
cnergia mayor a 8 McV para clementos de alto Z o mayor a 10 MeV para clementos de Z
bajos.

La ocurrencia vy contribucion de estos mecanismos estd dada tanto en funcién de la masa
del elemento blanco como de la energia del fotén aplicada. Por ejemplo, frente al carbono
como material de detencién, la probabilidad de que se produzca el efecto de fotoionizacion
es mayor entre 0,01 y 0,1 MeV, para el efecto Compton la probabilidad aumenta entre 0,1
y 10 MeV, y requiere ser mayor a 10 MeV para la formacién de pares iénicos (Figura 1.4).

El 4tomo de %°Co se descompone radioactivamente a un dtomo estable de Ni liberando
en el proceso de decaimiento dos rayos -, uno de 1,33 MeV y otro de 1,17 MeV de energia,
aunque se considera que la energia del rayo es el promedio de ambos (1,25 MeV), con un
tiempo medio de decaimiento de 5,3 anos. La maxima velocidad de dosis que se puede
alcanzar con rayos v, en cualquier distribucién de fuentes no superara los 30 kGy/hora.

El efecto predominante en la irradiacién v proveniente de una fuente de %°Co sobre ma-
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Figura 1.4 — Contribucién de los efectos de atenuacién en funcién de la energia del fotén aplicada,
frente al carbono como material de frenado [9].

teriales organicos es la dispersion de Compton. Tanto el electréon como el fotén producidos,
posteriormente interactian con el material dando lugar a dos procesos, uno de ionizacion
y otro de excitacién. En el caso de la ionizacién, el electrén Compton transfiere energia
suficiente a un electrén orbital de otro d&tomo como para ser expulsado, dejando entonces
un i6n positivo. Si la energia transferida es insuficiente para provocar la expulsiéon de un
electrén, el atomo queda en un estado excitado de energia. Los iones y moléculas excita-
das son muy reactivos, y pueden reaccionar con otros materiales presentes en el sistema o
descomponerse en radicales libres, atomos o moléculas.

La formacién de radicales libres produce tres fendmenos sobre los polimeros: entrecruza-
miento, degradacién y modificaciones quimicas (reacciones de injerto radioinducidas). Los
aceleradores de electrones son muy utilizados industrialmente para reacciones de entrecru-
zamiento y degradacion, siendo la primera muy utilizada en industria del caucho mientras
que la segunda tiene gran importancia en la fabricacién de teflén en polvo. Las modifica-
ciones quimicas pueden ser producidas por pre-irradiacion o por reacciéon en simultaneo
con fuentes de %°Co, aceleradores de electrones [10] y con bombardeo con iones acelerados
[3, 5, 11]. Otros métodos de iniciacién, de menor energia, son la radiacién con UV y el tra-
tamiento con descarga de plasma, que en este trabajo de tesis no seran desarrollados. En
cuanto a la técnica de polimerizacién por injerto radioinducida posee ciertas ventajas por
sobre las otras, como por ejemplo permite controlar el sitio y longitud del injerto asi como
la densidad del grupo funcional posteriormente incorporado [12].

La sintesis radio inducida es una técnica interesante para obtener copolimeros por
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1.2. Métodos de sintesis de copolimeros 17

injerto sobre polimeros de baja reactividad quimica, dado la gran variedad de monémeros
disponibles y de técnicas posibles.

Diferentes métodos de Injerto por radiaciones

Se han desarrollado varios métodos de modificaciéon quimica por injerto utilizando ra-
diaciones ionizantes. Se pueden agrupar en método directo, preirradiacién en aire o preirra-
diacién en vacio. Otras técnicas que han sido desarrolladas son la irradiaciéon de mezclas
de polimeros y la radiacién por injerto en sistemas de emulsiones. La descripcion de ca-
da método en cuanto a eficiencia, aplicabilidad, caracteristicas cinéticas y mecanismo de
injerto, serd expuesta a continuacion.

Pre irradiacion en vacio

En ausencia de aire, los radicales formados por irradiacién en vacio o gas inerte que-
dan atrapados en el sistema pudiendo permanecer “activos” por un tiempo considerable
(manteniendo el polimero a bajas temperaturas), para luego actuar como iniciadores de
la copolimerizacién. Posteriormente, la solucién de monémero difunde en el polimero y
entonces pucde interactuar con los radicales atrapados.

Esta técnica se aplica principalmente a polimeros con alto grado de cristalinidad (donde
los radicales libres tienen una vida media més larga), con requerimiento de alta dosis
de energia (200 KGy) y un proceso en dos etapas. A favor cuenta con la ausencia de
homopolimero y permite trabajar a menores temperaturas de copolimerizacién con respecto
a las técnicas de peroxidacion.

Pre irradiacion en aire

Al preirradiar el polimero en presencia de oxigeno o aire, se generan grupos perdxidos e
hidroperoéxidos en el mismo que posteriormente pueden ser utilizados como iniciadores de
polimerizaciéon de mondémeros. Los perdoxidos son descompuestos térmicamente liberando
radicales libres en presencia del monémero v ausencia de aire. Es necesario entonces que
el polimero base sea térmicamente estable a elevadas temperaturas (150 °C). Por lo tanto,
este método transcurre en dos etapas. En la primer etapa es necesario considerar que el
polimero base puede verse afectado por reacciones de entrecruzamiento y degradativas,
debido a una insuficiente velocidad de difusion del oxigeno en el material dejando lugar a
la formacion de radicales libres. Es por esta razon que la velocidad de dosis de irradiacion
debe ser controlada y las dosis de energia elevadas. En la segunda etapa, ademaés requiere
de inhibidores de homopolimerizacién debido a la presencia de perdxidos de bajo peso
molecular.

Método Directo o Simultdneo

Se lleva a cabo por medio de la irradiacién de P en presencia de un M polimerizable y
en ausencia de aire. El copolimero por injerto es iniciado por radicales libres generados
sobre el polimero. Como la radiacion ionizante es no selectiva, existen algunos factores a
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18 Capitulo 1. Introduccién

considerar, uno de ellos es el efecto de ésta sobre el P, M, solvente o cualquier otra sustancia
presente en el sistema. La sensibilidad del sustrato a la radiacién es medida en términos
de su valor G o rendimiento en radicales libres (nimero de radicales libres formados por
cada 100 eV de energia absorbida por gramo de materia). Los rendimientos de injerto son
mayores cuando el Gp es mayor que el G,; v cuando se trabaja con bajas concentraciones
de M. Sin embargo, el valor G de un sistema puede resultar alterado por la presencia de
otras especies, llamado efecto protector, ya que pueden existir efectos de transferencia de
energia entre las diferentes especies presentes.

Es importante considerar también los efectos de degradacién y entrecruzamiento sobre
P debido a la radiacién. Si el polimero se degrada, en presencia del mondémero, predo-
minard entonces la copolimerizacion de tipo en bloque. Si hay entrecruzamiento, puede
resultar en estructuras de tipo de injerto.

La dosis y velocidad de dosis de radiacién son también importantes para cualquier
sistema de injerto. En el método directo, la dosis total determina la cantidad de sitios de
injerto mientras que la velocidad de dosis determina la longitud de la cadena injertada (a
mayor velocidad de dosis, menor longitud de cadena). Ademés, esta longitud es controlada
por otros factores, como la presencia de agentes de transferencia de cadena, la concentracion
de monomero, la temperatura de reaccion, la viscosidad del medio de reaccion y fendmenos
de difusion.

En algunos sistemas de injerto por radiacién directa, se producen efectos autocataliticos.
La reaccion continta aun después de finalizada la irradiaciéon debido a la presencia de
cadenas ocluidas sin finalizar, resultantes del efecto Trommsdorff que enlentece la velocidad
de terminacion.

La polaridad del solvente puede favorecer el contacto entre P y M segin la naturaleza
de estos. También puede incrementar la velocidad de iniciacién debido a la transferencia
de energia 6 a reacciones de radicales libres del solvente con P o M.

La temperatura posee un efecto complejo, ya que asi como afecta a la velocidad de
difusién de M también puede incrementar las cinéticas de transferencia y terminacién de
las cadenas en propagacién, reduciendo la importancia del efecto de gel. La solubilidad y
movilidad de los radicales también pueden modificarse con la temperatura.

La formacién de homopolimero es reducida contemplando la baja concentracion de
monomero y disminuyendo la temperatura.

Dos ventajas que presenta este método son el requerimiento de bajas dosis de energia
(2-20 kGy) y que es un proceso de una etapa.

Sobre trazas

A partir de los iltimos quince anos, comenzaron a desarrollarse estudios sobre la polimeri-
zacion por injerto utilizando haces de iones pesados acelerados como fuente de irradiacion
[3, 13]. Cuando un haz de iones pesados acelerados incide sobre una ldmina de polime-
ro, se produce una zona de dano por irradiacion a lo largo y alrededor del eje incidente,
que se denomina traza latente. Este proceso crea sitios activos adecuados para iniciar el
injerto de un mondémero. Se ha estudiado el proceso de injerto de diferentes monémeros, co-
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mo estireno, dcido acrilico (AA), N-isopropilacrilamida (NIPPAm), hidroxietilmetaacrilato
(HEMA), metilmetacrilato (MMA) sobre ldminas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) y
otros polimeros como el PP [4, 14].

En particular, cuando se irradia un polimero con un haz de iones pesados acelerados se
producen excitaciones electrénicas de alta densidad que provocan procesos fisicos y quimi-
cos muy complejos. Esta gran cantidad de energia se disipa por emision de un gran nimero
de electrones (rayos delta), que amplian la zona de dafio a un radio de unas pocas decenas
de nanémetros respecto del eje de incidencia del ion. Los reordenamientos y reacciones de
estos efectos primarios y secundarios conducen a la formacion de trazas latentes que, en
general, son estables en el tiempo. Estas trazas latentes pueden ser “reveladas” por diferen-
tes procesos fisicos. Otra alternativa es iniciar la polimerizacién de otros mondmeros por
injerto radioinducido a partir de peréxidos producidos por oxidacion de radicales dentro de
las trazas latentes [3, 5] y utilizando sitios activos residuales luego de la etapa de marcado
quimico [4, 5].

Irradiacion de mezclas de polimeros

Una mezcla de polimeros en estrecho contacto puede conducir a un copolimero por injerto
al ser irradiada en ausencia de oxigeno. Esto ocurre por entrecruzamiento o combinacién de
macro radicales libres poliméricos de ambos polimeros. La eficiencia del proceso depende
de cuan cercanos fisicamente se encuentren los polimeros, fenémeno no muy comun, por lo
que su uso es limitado.

Radiacion por injerto en sistemas de emulsiones
Los sistemas en emulsién facilitan la preparacion de injerto homogéneo para sistemas he-
terogéneos. La copolimerizacion puede ser iniciada por radicales libres formados como
resultado de varias reacciones como la accién directa de la radiacion y la remocién de un
atomo de hidrégeno del polimero por accién de radicales OH producidos por la irradiacién
en fase acuosa, y en menor grado, por transferencia de cadena y formacién de radicales
ocultos.

Resulta en altas eficiencias de injerto con poca formaciéon de homopolimeros. Amplia-
mente utilizado en gomas naturales cristalinas con monoémeros vinilicos.

1.3. Cinéticas del proceso de injerto por radiacion

Para el diseno de un proceso de polimerizacién por injerto es necesario conocer datos
cinéticos precisos. En principio, se puede aplicar el esquema convencional de polimeriza-
ciéon por radicales libres, ya que en general la reaccién involucra la polimerizacién de un
monémero vinilico iniciada por un radical polimérico. Sin embargo, el efecto de gel, de
transferencia de cadena, de separacion de fases y de difusiéon son algunos de los factores
que pueden causar serios efectos sobre las cinéticas de reaccién.

Considerando la técnica del Método en Simultaneo, con una mezcla de monémero y
polimero, siendo el polimero insoluble en el mondémero y suponiendo que la copolimeriza-
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cién ocurre por el proceso de cadenas radicalarias, entonces el esquema de reaccién puede
dividirse en los pasos principales de iniciacién, propagaciéon y terminacion. Estos pasos

J

pueden representarse con las siguientes ecuaciones y consideraciones:

Iniciacion
rip. (1.3
v=~kI (1.4)
Propagacion del radical inicial
P-+M % par. .
Propagacion
PM, - +M % P, - .
Up = k[ P M, ][ M] (1.8)
Terminacion
PM,,-+PM,% PM,., 6 PM,+PM, (1.9)
vy = 2k [PM-]? (1.10)

Asumiendo que la longitud de las cadenas de polimero es larga, la reaccién 1.5 puede
despreciarse con respecto a la reacciéon 1.7, obteniendo la siguiente relacion para la velocidad
de polimerizacién por injerto:

vy = k[ PM,-][M] (1.11)

Suponiendo la condicién de estado estacionario, la velocidad de cambio en la concentracion
del radical es pequena comparada con su velocidad de formacién y desaparicion, entonces

v; = k[ P-][M] = 2ks[ PM,,-]? (1.12)
reordenando,[ PAM,-] = (v;/2k,;)? (1.13)
y combinando las Ec. 1.11 y Ec. 1.13, se obtiene la velocidad de polimerizacién por

injerto:
vp = kp (vi/2ke)?[M] (1.14)

Siendo K= k,(v;/2k;)? se puede escribir en la forma:
vp = K[M] (1.15)

donde:
I = intensidad de radiacién
P = Polimero base
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P- = radical polimérico

PM,,, PM,, 6 PM,,,.,, = copolimero injertado

M = mondmero a injertar

v = velocidad de iniciacién de radicales poliméricos

v;, Up, Uy = velocidades de iniciacién, propagacion y terminacién de la reaccién de copoli-
merizaciéon, respectivamente

k = constante de velocidad de iniciacién de radicales poliméricos

ki, k,, kt = constantes de velocidad de iniciacién, propagacion y terminacién de la reaccién
de copolimerizacién, respectivamente.

Sin embargo, existen fenémenos fisicos y/o quimicos asociados que pueden modificar el
resultado de la copolimerizacién. Por ejemplo, el estado estacionario es solo aplicable para
radicales de vida media corta. En cuanto al fendmeno de transferencia de cadena, puede
conducir a la formacién de homopolimero o injerto si la transferencia ocurre al monémero
o al polimero, respectivamente.

Experimentalmente se ha visto que el rendimiento de la reaccién de injerto no concuerda
con estas deducciones tedricas. Esto es asignado a que la concentraciéon de monémero no
es homogénea sobre la superficie del polimero debido tanto a (i) efectos de solubilidad
sobre P y PM,, asi como a (ii) efectos de difusién por aumento de la viscosidad (efecto
Trommsdorff), fenémeno que también incide sobre la velocidad de terminacion.

1.3.1. Injerto con dos monémeros

Cuando un monémero vinilico es copolimerizado con un segundo mondémero, la relacién
entre la composicion del copolimero inicialmente formado y la mezcla inicial de monémeros
esta dado por dMl/dMg == Ml (UlMl + MQ)/[MQ (’UQMQ -+ Ml)] Donde dMl/dMg €s
la relacién entre mondémero 1 y mondmero 2 en el copolimero formado; M; y M, es la
concentracion de monémero 1 y 2 en la mezcla de reaccién, respectivamente; v, y v, son las
reactividades relativas de cada monémero. Para cualquier par de monémeros las relaciones
de las constantes de velocidad de reaccion de propagacién vienen dadas por:

~ My - +My —~ My M, - ke (1.16)
~ My -+ My >~ My My - k1o (1.17)
~ My - +M; —~ My M, - oy (1.18)
~ My - +My —~ My My - zo (1.19)

Con vy1= ky1/kis v v9=kas/ksy, siendo que ~M- representa el radical tltimo de la cadena
derivado de M.

Para copolimeros sintetizados en un paso de reaccion, las disposiciones arbitrarias de los
tipos de unidades monoméricas constituyentes de sus cadenas, son gobernadas tanto por
la relacién entre las reactividades de los monémeros como por las concentraciones molares
de cada especie en juego [15].

En bibliografia especifica, se han encontrado las reactividades relativas de copolimeri-
zacion por radicales libres de pares M; y My de mondémeros vinilicos, pero no para el par de
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interés DMAA/GMA [7, 15, 16]. Como el metilmetacrilato (MMA) es similar en estructu-
ra al GMA, se podria entonces asumir un comportamiento similar en las reactividades del
par DMAA/GMA en funcién del par DMAA/MMA. Ademas, el par GMA/MMA posee
reactividades muy parecidas entre si (vi: 0,82 y vy: 0,75, a 60 °C) [16].

Las reactividades del par DMMA /MMA (M;/M,) son v;: 0,57 y vy: 2,15. Esto significa
que se vera favorecida la polimerizacion de MMA sobre DMAA, ya que con kgs >koy v
ki >ky1 (casi dos veces mayor para ambos casos) se favorece la polimerizacién de tipo

~MsMy- v ~M;My-, respectivamente. Se espera un comportamiento similar para el par
DMAA/GMA.

1.4. Técnicas de analisis

En la caracterizacién fisica y quimica de los nuevos materiales obtenidos, se utilizan
diversas técnicas para el andlisis de superficie. En la figura se muestran diferentes técni-
cas para el estudio de superficies y su rango de andlisis (Figura 1.5). En este trabajo de
tesis en particular, fueron utilizadas la gravimetria, la espectroscopia de IR de superficies,
microscopias épticas (SEM) y el anédlisis por emisién de rayos x superficiales (EDAX).

Microscopia de Fuerza Atémica Micriscapia Edcctydinies

[}
E 7] Angulo de Contucto
& E Espectrometria
E% de Mazas de Ion
’E Secmulario
w
Espectroscopia de
Masas lonkzable
£
£
= =
=3
&8
E =
o=
Especiroscopia de Infrarrojo

Figura 1.5 — Diferentes técnicas para el estudio de superficies y su rango de andlisis (adaptado
del libro Polymer Surfaces [17]).
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1.4.1. Gravimetria: determinacién del Grado de Injerto porcen-
tual (G.I. %)

La forma mas simple de evaluar una polimerizacién por injerto es a través de la deter-
minacién del incremento en peso del polimero base.

El grado de injerto porcentual es la cantidad porcentual de masa adicionada al polimero
original, después de haber eliminado el homopolimero. La remocién del homopolimero
se realiza generalmente por extracciéon Sozxhlet. En este trabajo en particular, debido a
la termosensibilidad de los grupos reactivos incorporados, y teniendo en cuenta que la
produccién de homopolimero cs controlada y éste es soluble en determinados solventes
inocuos para el injerto, es que se realizan lavados exhaustivos a temperatura ambiente para
eliminar el homopolimero producido. Como antecedente, se presenta el caso del trabajo de
Lim y col., quienes para remover el homopolimero del lumen de las fibras huecas de celulosa
modificadas, también realizan lavados exhaustivos con agua destilada [18].

Esta cantidad de polimero nuecvo que se adiciona se mide al décimo de miligramo por
peso seco v se calcula como:

G.I.(%) = [(P, - P,)/ P,]*100 (1.20)

Donde P; representa al peso del polimero injertado y P, al peso del polimero original.

1.4.2. FT-IR

El espectro infrarrojo de un compuesto proporciona gran informacién sobre la compo-
sicién quimica, interaccién entre sustituyentes y andlisis de grupos funcionales especificos,
lo cual convierte a la espectroscopia de IR en una herramienta de gran utilidad para el
reconocimiento de estructuras quimicas moleculares. Una molécula que absorbe energia
electromagnética puede sufrir diferentes grados de excitacién (electrénica, vibracional, ro-
tacional) segin la longitud de onda de la irradiacién. El IR se divide en tres dominios:
el cercano (13000 a 4000 cm1), el medio (4000 a 200 cm™!) y el lejano (200 a 10 cm™).
El dominio de estudio de polimeros organicos estd usualmente localizado entre 4000 y 400
cm™! [9].

El espectro de infrarrojo de un compuesto es esencialmente la superposiciéon de ban-
das de absorcién, correspondientes a los estados vibracionales y rotacionales, de las uniones
quimicas de sus grupos funcionales especificos, aunque la configuracién global de la molécu-
la le confiere un sello de individualidad (huella digital) al espectro del compuesto (en la
regién 900-650 nm). Las energias de las vibraciones moleculares en el andlisis de IR corres-
ponden a la longitud de onda en el rango de 2,5.1076 a 25.10-5 m [19].

Al interpretar un espectro, por comparacion empirica de espectros y extrapolacion a
estudios de moléculas simples, es posible establecer la presencia/ausencia de ciertos grupos
funcionales en el material. Generalmente, la ausencia de absorcién en los rangos asignados
para los grupos funcionales (regién de “frecuencias de grupo”, 4000-1300 cm™!) se usa
como evidencia de la ausencia de dichos grupos en la molécula. La presencia de ciertas
bandas caracteristicas del IR en la regién de “huella digital” permite la identificacion de

Lic. Maria Laura Carbajal



24 Capitulo 1. Introduccién

Frecuencia

Grupos Intensidad
v (ecm™)

3600 O-H alcoholes libres m, fina
3400-3200  O-H uniones intermoleculares entre polimeros F, larga
3300-2500  O-H uniones hidrégeno entre dimeros de dcidos carboxilicos d, muy larga

3300 C-H de alquinos F

2960 y 2870 C-H de RCH3 (alcanos) F
2926 y 2850 C-H de RR"CHjy (alcanos) F

2890 C-H de RR'R""CH (alcanos) F
1740-1720  C=O de aldchidos alifaticos F
1680-1620  C=C de alquenos no conjugados v
1660-1580  C=C de alquenos conjugados con C=C o C=0 F
1660-1640 C=C de RR"C=CH3 (vinilideno) dam
1645-1640 C=C de RCH=CH; (vinilo) dam
1715-1740  -C(C=0) (éster) F
1695-1630 C=O (amido) F

906 Grupo epéxido d

Tabla 1.1 — Ejemplos de algunas frecuencias caracteristicas de IR [9, 20]. Donde F' es fuerte, m
es medio, d es débil y v es variable.

determinadas estructuras dentro del compuesto. Algunos ejemplos de interés se citan en la
Tabla 1.1.

El andlisis de la intensidad de las bandas de absorcion, si se conoce el coeficiente de
extincion molar, permite una descripcion cuantitativa.

La espectroscopia de IR por transformada de Fourier (FT-IR) en comparacién con el de
tipo dispersivo, posee alta resolucion y exactitud en la longitud de onda, aunque menor sen-
sibilidad. Un espectrémetro FT-IR consiste en una fuente de radiacién, un interferémetro
de Michelson y un detector con procesamiento computarizado de datos. Las determinacio-
nes pueden ser realizadas en una amplia regién espectral que recorre desde el IR lejano al
cercano. Posee gran versatilidad ya que pueden ser estudiadas muestras sélidas, liquidas o
gaseosas.

1.4.3. IR-ATR

Permite realizar estudios de superficies, no sélo mediante espectros de transmision sino
también mediante la utilizacién de técnicas de reflexién total atenuada (en inglés Attenua-
ted Total Reflection spectroscopy, ATR). Se obtienen espectros de IR con un haz infrarrojo
laser que se refleja una o multiples veces sobre la superficie de una muestra que se en-
cuentra en estrecho contacto con un cristal de alto indice de refraccién. Estos espectros
muestran la composiciéon quimica a nivel superficial entre 0.5 y 3 micrones de profundidad
(la profundidad de penetracién de la onda infrarroja depende de la longitud de onda y es
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Elemento ATER

T e T S

Muestra

Figura 1.6 — Esquema de la reflexién del haz de luz en la placa en ATR.

independiente del espesor de la muestra).

Cuando un haz de radiacién entra en una placa (o prisma) rodeada o sumergida en una
muestra, se refleja internamente sélo si el angulo de incidencia en la interfaz entre la muestra
y la placa es mayor que el 4ngulo critico (que es una funcién del indice de refraccién). En la
reflexion interna toda la energia es reflejada; sin embargo, existe una onda evanescente que
penetra ligeramente més alla de la superficie reflectora y luego regresa. La profundidad de
la penetracién es de aproximadamente una longitud de onda y estd dada por dp = \/[27
(sen?0-n,/n.)'/?]. Donde dp representa a la profundidad de penetracién, A es la longitud de
onda, 0 es el angulo efectivo de incidencia, 7). es el indice refraccion del cristal y 7, es el
indice de refraccién de la muestra (Figura 1.6).

El modelo de dngulo variable consiste en un accesorio que se inserta en un espectrémetro
convencional de IR, donde un sistema de espejos envia la irradiacion de la fuente hacia el
accesorio y un segundo sistema de espejos dirige la radiaciéon hacia el monocromador. Los
portamuestras se montan en cualquiera de las tres posiciones estandar (30°, 45° 0 60°). La
relacién longitud-espesor de la placa determina el nimero de reflexiones después que el
angulo de incidencia ha sido seleccionado (Figura 1.7).

Los cristales generalmente usados son Seleniuro de Zinc (ZnSe) o Irtran IV, diamante,
Germanio, Yoduro de Bromo Talio (I) o KRS-5, y se escogen en funcién de su reactividad
quimica [21].

1.4.4. Microscopia electrénica de barrido

En la caracterizaciéon de muestras por microscopia éptica y para la obtencién de mi-
crografias, los microscopios polarizantes de transmisién y microscopios estereoscopicos (de
reflexién y transmisién), son utilizados como técnica de rutina en la preparacién de mues-
tras, la observacion morfolégica de cristales, la observacién de dominios en muestras trans-
parentes e identificacion de defectos en superficie. El microscopio electrénico de barrido
(en inglés scanning electron microscopy, SEM) produce imagenes similares a las Opticas,
pero con una gran profundidad de foco que le confiere una apariencia tridimensional ca-
racteristica. Resoluciones de hasta 3 nm y poder de magnificacién de 30 a 300.000 veces,
hacen de esta técnica una herramienta ttil en la determinacién de distribucién de tamano
de particula, topografia superficial y textura de materiales. Aunque la SEM posee menores
resoluciones que las microscopias electronicas de transmision, la relativa simplicidad en la
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Placa de reflexion interna

Figura 1.7 — ATR - Esquema del dispositivo de espejos del accesorio de dngulo variable.

preparacion de la muestra la convierten en una microscopia de facil operatividad.

El area superficial y la porosidad del material modificado pueden ser analizadas me-
diante SEM combinada con el sistema de microandlisis dispersivo de energia de rayos X
(EDAX). Las técnicas de microandlisis dispersivo en energia permiten la identificacién de
los elementos de la Tabla Periédica de nimero atémico Z mayor a 11 (Na), cuya concen-
tracién en peso en la muestra sea mayor que 0,5 %.
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Parte 11

Materiales Poliméricos: Modificacién por
Radiaciones lonizantes







Capitulo 2

Copolimerizaciéon por injerto radioinducida
por pre-irradiacién en vacio

2.1. Introduccion

2.1.1. Importancia del acelerador de electrones para uso indus-
trial

Una de las areas méas importantes de la ciencia y tecnologia de polimeros es el desarrollo
de métodos para modificarlos con el fin de ajustar sus propiedades fisicoquimicas, mecani-
cas, Opticas, entre otras, sin ningin tipo de transformacion quimica. Uno de los enfoques
méas prometedores para la modificacion controlada de la estructura quimica y de las capas
superficiales de este tipo de materiales es el tratamiento con radiacién ionizante.

Una de las grandes ventajas de la radiacién es su capacidad para penetrar y llevar
a cabo reacciones en el interior de sélidos. La baja dependencia térmica, la ausencia de
iniciadores de reaccién u otros aditivos, pueden ser de considerable ventaja frente a otros
procesos competidores, como lo son la fotoquimica con luz ultravioleta o las reacciones de
descarga de plasma, que poseen costos de capital e instalacién més bajos.

En particular, la irradiacion mediante electrones acelerados se ha convertido en uno
de los principales procesos cominmente usado en este campo de accién. En los tltimos
anos, esta tecnologia se transformé en una herramienta eficaz para la modificacién de su-
perficies y ha encontrado aplicaciones en procesos litograficos y de revestimiento. En la
industria de los pléasticos, algunas de las aplicaciones son la degradacién inducida por la
radiacién (disminucién en el peso molecular), el entrecruzamiento, los injertos, el curado y
la polimerizacién [1]. Una de las caracteristicas mds interesantes es que permite introducir
modificaciones y funcionalizaciones por radiacion sobre diversos materiales quimicamente
inertes, como PE y PET, e impartirles la reactividad requerida para la formacion de mez-
clas de polimeros y monocapas de injerto, logrando de esta forma cambiar las propiedades
quimicas superficiales de los mismos [2]. En cuanto al injerto, resulta en un muy buen
método para la modificacién superficial de materiales poliméricos, tales como laminas de
polimero, membranas, fibras naturales y sintéticas, y textiles. Se modifican propiedades ta-
les como la resistencia a la permeacién, biocompatibilidad, adhesién, friccién, hidrofilicidad
o hidrofobicidad, entre otras.

La aplicacién controlada de la intensidad del haz de electrones ofrece obtener efectos
diferenciales y formacién de compuestos con estructuras tridimensionales que son dificiles
de lograr de otras maneras. Por ejemplo, la producciéon de materiales de espuma con tamano
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32 Capftulo 2. Polimerizacién por Injerto con Preirradiacién al Vacio

de poro controlada o la produccién de laminas coinjertadas para el control quimico de
catalizadores, la obtencién de polimeros con mayor resistencia, como cables antignifugos.

En la aplicaciéon de la irradiacién con electrones acelerados se pueden encontrar las
siguientes ventajas: comparado con los procesos térmicos presenta un considerable ahorro
de energia, altas velocidades de proceso, permite reacciones quimicas sin catalizadores y sin
sensibilizadores (de particular importancia en aislantes de alto voltaje y biomateriales que
deben ser libres de impurezas), permite realizar modificaciones a temperatura ambiente y a
bajas temperaturas, control de proceso de radiacién simple y de accién rapida, modificacion
v esterilizacion simultanea de materiales médicos, entre otros. Un acelerador industrial de
haz de electrones funciona en un rango medio de energia de 0,6 a 1,5 MeV. En funcién
de las condiciones de irradiaciéon, pueden ocurrir diversas reacciones radio-inducidas que
conducen a diferentes grupos funcionales y estructuras quimicas [1].

Los aceleradores de electrones de barrido de haz de electrones han sido la principal
fuente de radiacién en los procesos y aplicaciones industriales.

Desde fines de la década del ’80, el grupo de investigacion del Dr. Saito trabaja en la
modificacién de membranas poliméricas con metacrilatos utilizando el método de preirra-
diacién con electrones acelerados.

2.1.2. Haz de electrones y Aceleradores

A partir de los anos 30, el desarrollo de los aceleradores de corriente continua (DC) ha
desempenado un papel fundamental en la fisica nuclear, en el analisis de haces de iones y en
la implantacién de alta y baja energia. Las principales ventajas de estas mdquinas son: (i)
cualquier particula cargada puede acelerarse; (ii) la dispersién de energfa es bastante baja;
(iii) la terminal de tensién y, por tanto, la energia de las particulas pueden ser variadas
facilmente; (iv) la intensidad del haz es continua.

En la descripciéon esquemética de un acelerador a nivel basico. los aspectos importantes
son la fuente de iones o de particulas (que determina la intensidad del haz), el acelerador
en si (que determina la energfa final alcanzada y la estructura temporal del haz) y el
sistema de transporte del haz que lo lleva hasta la sala experimental en la que se realizan
las medidas.

El principio bésico de algunos aceleradores de electrones (como el Dynamitron usado en
este trabajo), es similar al principio de un televisor de tubo. Los electrones son generados
por un filamento caliente que constituye la fuente de éstos. Un gradiente de voltaje dispara
los electrones fuera del canén y son acelerados en vacio a través de un tubo. A medida
que el haz de alta tensién de electrones pasa a través del tubo por medio de imanes se
genera un campo magnético oscilante que se extiende por el haz hacia adeclante y hacia
atras a través de la ventana de analisis. Una televisién opera aproximadamente a 25 keV,
que es suficiente para generar iméagenes de los electrones que colisionaron en la pantalla
fluorescente del tubo imagen. El voltaje de los aceleradores varia de 500 keV a 5 MeV,
que es lo suficientemente grande como para acelerar los electrones a través de la ldamina de
metal de la ventana de anadlisis e irradiar al producto que esta por debajo.

Lic. Maria Laura Carbajal



2.1. Introduccién 33

Los electrones acelerados bajo una ten-
siébn de 5 MeV se encuentran viajando a
aproximadamente 99,6 % de la velocidad de o

la luz cuando entran en la ventana de anali- - s g f:_;"' R o
sis. En un televisor, el haz es del orden de T!f o 1
varios microamperes. En un acelerador ti- jj u it i .
po, es mil veces mayor. Es interesante ob- P -L-:_’

servar que 1 mA representa alrededor de b T /)

6.10% particulas de electrones por segundo. k AR 0/ 1\ ventana de
Donde ¢l objetivo de una TV cs crear una Procuco e N
imagen, para un acelerador tipico es enviar RNl
haces o “paquetes” de electrones de 3 a 5 Ll b Acslerador de haz de electrones

cm de didmetro para irradiar los productos

industriales. La gran cantidad de electrones

v la aceleraciéon de alta tension producen

reacciones rapidas por colision directa sobre las moléculas dentro del producto. Esto sig-
nifica obtener rendimientos mayores con respecto a otros métodos tales como calor, luz y
reactivos quimicos.

Existen varios tipos de acecleradores de electrones con diferentes caracteristicas, que se
pueden agrupar en cuatro grandes grupos: el primer grupo (i) de bajo voltaje, con baja
penetracién en el material (1 mm por unidad de densidad), generalmente usado en el
estudio o tratamiento de ldminas delgadas y peliculas o en reacciones de superficie; (ii)
los de voltaje mas elevado que los anteriores, que producen entre 2 y 4 MeV, que fueron
los primeros tipos de aceleradores usados en investigaciones como radidlisis por pulso,
con poder en el orden de los kW y con penetracién de alrededor de 1 cm por unidad de
densidad; (iii) los de alto voltaje y de alta penetracién, pero con bajo poder, se utilizan
cuando es esencial una mayor penetracién y también cuando las reacciones nucleares estan
involucradas; el cuarto grupo (iv) se encuentra en la regién intermedia, entre 0,6 a 1 MeV,
v es necesario una fuente de alto poder ya que hasta 400 keV carece de penetracion.

Para el tipo de aplicaciones donde se requieren procesos rapidos o una prolongada
exposicién, que podria derivar en efectos secundarios indeseables (tales como las reacciones
de oxidacién), se prefieren los haces de electrones de alta intensidad [3].

La maxima cantidad de energia (E) transmitida permitida para no producir radioacti-
vidad es 10 MeV. Los haces de electrones tienen energias entre 0,2 MeV y 10 MeV vy los
rayos gamma de °°Co una Epomedio de 1,25 MeV. El haz de electrones de un acelerador de
tipo en cascada como el utilizado en este trabajo no produce isétopos radiactivos ya que
es operado con una energia de 1 MeV y con corriente de 1 mA.

2.1.3. Sobre dosis y velocidades de dosis

El uso de las radiaciones ionizantes en cualquier proceso depende de la transferencia
de energia desde el haz de radiacién hacia al material que se esté siendo procesado. Dosis
se define entonces como la energia absorbida por el material o producto, es la cantidad
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medida y no lo que es emitido por la fuente de radiacion o por el acelerador de haces de
electrones. La medicién de la dosis es una parte fundamental en el proceso de irradiacion.
La unidad de medida de dosis es el Gray (Gy), que es definido como la absorcién de 1 Joule
de energia por kilogramo de material.

Para diversos procesos las dosis tipicas necesarias son, por ejemplo: 5 - 10 kGy para
el tratamiento de gases de chimenea; 10 - 50 kGy para injerto de polimeros; 10 - 60 kGy
para esterilizacién; 25 - 50 kGy para polimerizacion; 50 - 250 kGy para entrecruzamiento
de polimeros; 100 - 400 kGy para la vulcanizaciéon del caucho; 500 - 1500 kGy para la
degradacion de fluoropolimeros; mayores a 1500 kGy para la coloracion de piedras preciosas.

Otro concepto importante es la penetracion, que es la distancia total que pueden pe-
netrar los electrones en un determinado material. Esta distancia se encuentra en funcion
tanto de la energia de los electrones (a mayor energia, mayor penetracién) como de la
densidad del material (mayor densidad, menor penetracién).

2.1.4. Polimerizacién por injerto por activacién con haces de
electrones acelerados

El PE y el PP son utilizados para obtener membranas de micro (MF) y ultra filtra-
cién (UF). Para aplicaciones biolégicas, la hidrofilizaciéon de membranas de microfiltracién
hidrofébicas es necesaria para disminuir la adsorcién inespecifica de proteinas cuando se
tratan fluidos bioldgicos como sueros, medios de cultivo y soluciones de enzimas, ya que la
adsorcién no selectiva sobre la membrana de MF causa tanto pérdidas en el producto co-
mo taponamientos de membrana. Para evitar este inconveniente, es comin la modificacion
quimica de la superficie porosa para hacerla més hidrofilica.

En general, cuando la técnica de injerto se aplica para incorporar funcionalidad en una
membrana porosa, el polimero injertado se forma en la superficie del poro, lo cual introduce
una disminucién en la permeabilidad al agua [4].

Los grupos hidroxilo alcohdlicos y sus analogos son una buena opcién para hidrofilizar
materiales poliméricos. Estos grupos, provenientes de diversos tipos de monémeros vinilicos
injertados sobre la MF necesitan ser seleccionados en funcién de algunos criterios, como
mantener el flujo filtracién y disminuir la adsorcion inespecifica de proteinas a la membrana
modificada. Con este fin, el grupo de Kim y col. por medio de la polimerizacién por injerto
radioinducido, incorporaron distintos monémeros vinilicos conteniendo hidroxilos (mono- y
dioles) sobre membranas de MF de PE [5]. Los monémeros evaluados fueron el 2-hidroxietil
metacrilato (HEMA), el acetato de vinilo (VAc), y el glicidilmetacrilato (GMA). Como
resultado, el inico de los monémeros injertados que no disminuye significativamente el flujo
de permeacion y ademas mantiene la densidad de grupo hidroxilo relativamente constante
es el GMA (ente 5 y 7 moles de grupos hidroxilos por kilogramo de membrana de MF).
Las capacidades de adsorcién inespecificas a proteinas como seroalbiimina bovina (BSA)
y gamma globulina bovina disminuyeron significativamente en las membranas modificadas
con GMA (a 1 mg/m?). Ademsds, la adsorcién cambia de irreversible a reversible [5].

Diferentes grupos intercambiadores de iones, grupos quelantes v pequenas moléculas
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Figura 2.1 — Disposicién en monocapa vs Disposicién tentacular

han sido inmovilizados en los poros de membranas de fibra hueca modificadas con injertos
radioinducidos [4, 6, 7, 8, 9]. En particular, con la inmovilizacién de pequenos grupos de
intercambiadores i6nicos, como el acido sulfénico o la dietilamina (DEA), se obtuvieron
fibras huecas porosas de PE con injerto de GMA del tipo “tentacular” (Figura 2.1). Este
tipo de disposicién tridimensional de las cadenas injertadas permite la adsorcién en mul-
ticapas (con factores de adsorcién de hasta 50 veces con respecto a la monocapa) con lo
cual aumenta la capacidad de adsorcién de proteinas [6, 10]. En uno de los trabajos rea-
lizados sobre PE con injerto de GMA por bombardeo de haz de electrones acelerados, se
observo por SEM que la estructura del poro se mantiene, siendo que el injerto invade la
estructura de la matriz, resultando entonces en una densidad de grupos DEA elevada, con
disposicion del tipo “tentacular”. Los grados de injerto comunmente utilizados por este
grupo de trabajo para enmascarar al PE se encuentran en el orden del 100 GI% al 200
GI% [11].

Los L-aminoécidos han sido usados como ligandos de afinidad pseudobioespecificos para
proteinas de interés clinico. De este modo, tanto fenilalanina (Phe) como triptéfano (Trp)
pueden ser usados como ligandos de afinidad a IgG en el tratamiento de enfermedades
inmunes como el reumatismo y miastenia gravis [12]. Los aminodcidos, asi como ligandos
hidréfobicos, no han mostrado un comportamiento similar al descrito anteriormente cuando
son inmovilizados a la misma matriz de polimero modificada [13, 14, 15]. De la misma
manera, péptidos y proteinas tampoco han sido satisfactoriamente inmovilizados con una
organizacién tentacular sobre injertos de GMA, resultando en membranas de afinidad de
baja capacidad de adsorcién [16].

La DMAA ha sido injertada sobre membranas de PP por medio de copolimerizacién por
injerto iniciada por descarga de plasma [17]. Esta membrana de ultrafiltracién present6 una
capacidad de separacion del plasma y hemocompatibilidad excelentes. Sin embargo, fue
necesario mantener un bajo grado de injerto para mantener el flujo a través de la membrana
[17]. Ademads, la DMAA no posee los grupos reactivos necesarios para inmovilizar ligandos
sobre el polimero modificado.

En las matrices cromatograficas convencionales, las particulas altamente porosas tradi-
cionalmente utilizadas son diseniadas para maximizar el area superficial y por lo tanto para
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maximizar la capacidad de unién, ain cuando su morfologia interna limite el transporte
de masas en el soporte cromatografico.

Se presenta como desafio encontrar una manera de exponer la fase mévil y las molécu-
las objetivo a toda la superficie del material cromatogréafico de forma rdpida vy eficiente,
incluyendo el area dentro de los poros. En membranas, la relacién entre el area superficial
v el volumen es superior en la conformacién de fibra hueca con respecto a la configuracién
plana.

De este modo, la sintesis de membranas macroporosas funcionales capaces de capturar
iones y moléculas por un mecanismo adsortivo, donde el analito sera transportado por
conveccién, permite una adsorcién y procesos de elucién més rapidos [18].

En el presente trabajo se utiliza la técnica de copolimerizacion por injerto mediante
la activacién por haces de clectrones acclerados (EB) para modificar las membranas de
microfiltracién de PE. Se seleccionan los monémeros GMA y DMAA en funcién de sus
caracteristicas funcionales para ser coinjertados sobre las membranas macroporosas de fibra
hueca de PE. Se espera que el copolimero injertado sobre el material base pueda compartir
las propiedades deseadas de los monémeros de GMA y DMAA: reactividad quimica y
permeacién (propiedades de flujo de filtracién elevadas) de las membranas injertadas con
GMA vy la hidrofilicidad y solvatacién de aquellas injertadas con DMAA.

Como se muestra en la Figura 2.2 (Esquema I), el GMA es injertado en el PE poroso por
polimerizacién por injerto radioinducida y posteriormente se adiciona la Phe por reaccion
quimica sobre el grupo epdxido reactivo. En un segundo esquema, el GMA y la DMAA
son copolimerizados sobre las fibras huccas de PE (Figura 2.2, Esquema IT).

2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Polimero base y monémeros a injertar

Membrana de PE poroso, configuracion de fibra hueca, como polimero base. Con didme-
tro interno y externo de 0,7 y 1,2 mm, respectivamente; con didmetro promedio de poro
de 0,1 um y porosidad del 71 %.

Monémeros GMA y DMAA, obtenidos comercialmente de la Tokio Kasei Co. (Tokio,
Japén). L-Phe y otros reactivos fueron de grado analitico o superior.

2.2.2. Procedimiento para la reaccién de polimerizacién por In-
jerto en membranas macroporosas de PE

Las condiciones de pre-irradiacién con electrones acelerados y de reaccién de injerto de
GMA sobre PE son similares a las utilizadas en los trabajos de Yamagishi [4] y Kim [5].
Fibras huecas de 10 cm de largo son irradiadas en un acelerador de electrones de tipo en
cascada (Dynamitron, Modelo IEA 3000-25-2, Radiation Dynamics, Inc.), a temperatura
ambiente y en atmésfera de nitrégeno. El acelerador es operado con una energia de 1 MeV
y con corriente de 1 mA. Inmediatamente después de la irradiacién, con una dosis total de
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Figura 2.2 — Esquemas de trabajo para la adicién de Phe sobre las fibras huecas de PE macro-
porosas modificadas con: injerto de GMA (Esquema I) y copolimero de GMA/DMAA (Esquema
IT).

200 kGy, las fibras huecas se sumergen en una solucién al 10% de GMA (v/v) en etanol a
40 °C. Después de un tiempo preestablecido, las fibras se retiran del medio de reaccién y
son lavadas varias veces con dimetilformamida (DMF) y metanol, posteriormente se secan
en estufa al vacio. La fibra hueca resultante se denomina como membrana-GMA (M-G).

La copolimerizacién por injerto de GMA y DMAA en la fibra porosa de PE se realiza con
la misma técnica de pre-irradiacion utilizada para incorporar GMA. Membranas de fibra
hueca de 10 cm, son irradiadas como se describe anteriormente. Inmediatamente después de
la irradiacién se sumergen a las fibras en una solucién de GMA al 10% (v/v) y volimenes
variables de DMAA en etanol desde 3 a 30% (v/v), a 40 °C. Concentraciones finales de
3,5; 7,15y 30% (v/v) de DMAA se utilizan para preparar las diferentes soluciones de
monoémero. Una vez finalizada la polimerizacién, se lavan y secan, de manera similar a lo
anteriormente descrito en esta seccion. La fibra resultante se denomina como membrana-X
D/G (M-X D/G), donde X representa la proporcién molar de ambos mondmeros en la
composicion del copolimero.
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2.2.3. Analisis de las muestras irradiadas por determinacion del
Grado de Injerto porcentual (GI%) y Grados de Conver-
sion

El GI% se determina como se describe en la seccién 1.4.1 del Capitulo I. La adicién
quimica posterior se monitorea por la relacién de incremento en peso, como

RP(%) =[(Pa= P1)/(P1 = P)]*100 (2.1)

donde P, es el peso de la fibra después anadir Phe a la membrana GMA.

El Grado de conversién (X) del grupo epoxi en la reaccién de Phe sobre la membrana-
GMA se define como

X(%) = [(P2 - P1)[165]/[(Pr - Fo)/142]7100 (22)

donde 165 y 142 son los pesos moleculares de Phe y GMA, respectivamente.

Para calcular el X% en la adicién de Phe a M-X D/G, se tienen en cuenta los siguientes
dos supuestos: (a) todos los grupos epoxi son convertidos y (b) son posibles dos reacciones
quimicas de conversion en este grupo: la adicién de Phe o la hidrdélisis del grupo epoxi. Por
lo tanto, la férmula anterior ( 2.2) puede reformularse a ( 2.3):

X (%) =[(Py- P1)-18mG /(165 - 18)]/mG *100 (2.3)

donde mG corresponde a la cantidad molar de GMA en el copolimero que se define como
mG(mol) = (P, - [y)/(142+99*D/G) (2.4)

donde 99 es el peso molecular del DMAA y D/G es la proporcién molar de DMAA a GMA

en la membrana injertada de acuerdo a las determinaciones de IR.

2.2.4. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Micrografias de las membranas de GMA y D/G son tomadas por microscopia electrénica
de barrido (SEM). Las membranas de fibra hueca son secadas a presién reducida y son
fracturadas en nitrégeno liquido para observar la estructura interna del poro.

2.2.5. FT-IR

Espectros IR de transmisién (en modo absorbancia) son registrados para GMA, DMAA,
y siete diferentes mezclas de ambos monémeros (rango 0,2 - 7 de relacién molar D/G) por
medio de un espectrémetro FTIR Shimadzu 8100A.
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2.2.6. Determinacion de la proporciéon de monomeros de GMA
y DMAA en el copolimero

La composicién de copolimero en el injerto se estima a partir del area de la senal IR
del carbonilo, a través de la relacién de areas de los picos de carbonilo correspondientes a
GMA y DMAA. Previamente, se construye una curva de calibraciéon de la relacién de areas
de las senales IR de carbonilo utilizando mezclas conocidas de monémeros.

La relaciéon de areas se calcula a
partir la senal de vibracién de estira-
miento del grupo carbonilo, de inten-

L et sidad fuerte a 1720 em~! y 1649 ecm™!
Coinjertado .
para GMA y DMAA, respectivamen-
te. La relacion de ambos se hace una
Mezcla de A .,
Monémeros calibracién en base a una mezcla de
en Brlneifn mondmeros en solucién.
Para estimar la composicién relati-
Monémero va de monomero en el material injerta-
o do, se asume que la relacién de la senal
IR del carbonilo de la mezcla liquida de
Monémero monoémeros v la relacién de la senal IR
DMAA

de carbonilo en las muestras en estado
solido son similares. Los espectros IR
correspondientes a los monémeros con-

o tienen ademads las senales correspon-
/ g dientes a los grupos vinilo. En el ca-
/ é) —+  Sustraccion

( so del GMA, esta senal se encuentra
| AA a 1637 cm™! ¢ interfiere con la senal

\ &9, . B del carbonilo de la DMAA. Entonces se
@ * "z a) plantea un procedimiento de sustrac-
Ui /\ cién para corregir esta desviacién en la
'y h — Referencias construccién de la curva de calibracion
% v |:/ c=c (Figura 2.3).
¥ | N.C-0 deDMAA .
relacion @ - Para ello, por pesada se determi-

na la relacién de areas para la DMAA

Figura 2.3 — Esquema para realizar las correcciones (asignada con color rojo, Figura 2.3).

correspondientes y obtener la curva de calibracién pa- Siendo el area total la suma de ambas
ra la mezcla de mondmeros. areas, el area del pico més comprome-

tido (nimero 3, en rojo) serd igual a la
relacién de areas del pico 1 y la total
(143). Lo mismo para GMA. A partir del espectro de GMA y correlacionando con el pico
1 en azul, se obtiene el aporte del pico 2 gris en la mezcla de ambos monémeros. Este valor
se sustrae del drea total de la sefial de la zona de 1600 cm™! correspondiente a la muestra.
Una vez realizadas estas correcciones, se procede a relacionar ambos mondémeros (drea del
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pico 1 rojo en funcién del area del pico 1 azul). Este procedimiento se esquematiza en la
Figura 2.3.

Una vez realizadas estas correcciones se procede a correlacionar la senal de la relacion
de dreas con la relacion DMAA/GMA y asi obtener la curva de calibracién, para luego
entonces poder establecer la relacién molar en la composicién del copolimero.

2.2.7. Acoplamiento de Phe

A continuacién de la reaccién de injerto, se acopla Phe quimicamente al grupo epo-
xi. Las membranas de fibra hueca injertadas son sumergidas en una solucién 0,08 M Phe
(pH 13 ajustado utilizando NaOH 1M) a 80 °C. La reaccién se desarrolla por 24 hs, las
fibras son removidas del medio de reaccién, se lavan con agua repetidas veces a tiempos
preestablecidos, se secan y se pesan. La incorporacién de ligando sobre las fibras huecas
injertadas es determinado por incremento de peso. Las membranas resultantes son deno-
minadas membranas-GMA-Phe (M-G-Phe) o membranas-X D/G-Phe (M-X D/G-Phe),
segiin el mondmero o mezcla de monémeros injertados.

2.2.8. Determinacion del flujo de filtracion de agua pura

La permeabilidad al flujo de agua pura
a través de la membrana de fibra se mide
bajo el método de presién constante (a 0,1
MPa) utilizando un aparato de fabricacion
casera similar al descrito por Yamagishi y
col. [4] (Figura 2.4).

En este esquema se representa: (1) Reci-
piente de alimentacién; (2) Controlador de
flujo; (3) Mandémetro; (4) Fibra hueca; (5)
Probeta.

Después de que las membranas se su- pigyra 2.4 — Esquema del dispositivo para la

mergen en metanol, el agua deionizada es determinacién de flujos de agua (adaptado de
forzada a permear radialmente hacia el ex- Yamagishi [4]).

terior a través de la fibra hueca. El flujo de
permeacién se obtiene dividiendo el flujo de
permeacién (flujo de filtracién) por la superficie interna de la membrana (drea de filtracién).

2.2.9. Determinacion del parametro de hidratacion

Otra caracteristica es el grado de hidratacion del polimero, representado por el parame-
tro SW % que se define como

SW % = (Dy - Dg)/Ds *100 (2.5)
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donde Dy v Dg son los diametros externos de la membrana en los estados himedo y
seco, respectivamente. El didmetro externo de las membranas injertadas se mide con una
escala utilizando un microscopio 6ptico, antes y después de 20 minutos de hidratacién a
temperatura ambiente. Es necesario un tratamiento con metanol por 10 minutos sobre las
membranas secas para llenar los poros antes del tratamiento con agua.

2.3. Resultados y Discusion

2.3.1. Determinacion de la proporciéon de monomeros de GMA
y DMAA en el copolimero

Debido a que las velocidades de incorporacién de los diferentes monémeros en la reaccion
de injerto son diferentes, v dependientes ademads de las cantidades de mondémero presentes,
es que se propuso encontrar la relaciéon de mondémeros 6ptima tal que en el injerto final
se encuentren en una proporcion molar de uno a uno. Para ello se copolimeriza sobre el
soporte base diferentes proporciones iniciales de los monémeros GMA y DMAA. Cabe
aclarar que no se han logrado obtener polimeros injertados sélo con poliDMAA, ya que se
encuentra favorecida la formaciéon de homopolimero sobre el injerto.

Se estudié correlacionar directamente la altura de los picos a 1720 em™! y a 1652 cm™!
correspondientes a GMA vy DMAA, respectivamente para realizar la curva de calibracién
de la mezcla de monémeros. Sin embargo, como puede observarse en la Figura 2.5 B, no
se obtuvo una buena correlacién (siendo que ademds no pasa por el cero). Se adopta en-
tonces la correlacién con las dreas (Figura 2.5 A) que resultd ser de Y (relacién de sefial de dreas)
= 0,67624 X(pmaa/ema) - 0,0831 (R?: 0,99241) y fue Y (relacién de seial de dreas) = 0,67627
X(pmaa/anay - 0,06 (R2:0,993), si se considera el cero.

2.3.2. Comparacion de las velocidades de injerto

Los radicales formados en el PE base por efecto de la irradiacién son los iniciadores de la
reaccién de polimerizacién por injerto a partir de una solucién de monémeros vinilicos. Las
velocidades de injerto del GMA, la DMAA, v de una combinacién de ambos en proporcién
equimolar sobre la fibra hueca porosa de PE se muestran en la Figura 2.6.

Las membranas de PE que estuvieron en contacto con una solucién de mondémeros de
GMA exhibieron una elevada velocidad de injerto como consecuencia de la gran superficie
interna expuesta; por el contrario, las membranas que fueron sumergidas en una solucién de
monémeros de DMAA a igual concentracién, mostraron un grado de injerto insignificante
para las mismas condiciones de reaccién (polimero base, temperatura y solvente). La mezcla
D/G (1:1) present6é polimerizacién, con un comportamiento intermedio (més lento) en
cuanto a la velocidad de injerto.

La presencia de copolimero DMAA /GMA injertado en la membrana de PE fue detec-
tado por la presencia de las sefiales en 1720 cm™! v 1652 cm~! por medio de IR.
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Figura 2.5 — Curvas de calibracién: (A) considerando relacién de dreas; (B) considerando relacién
de alturas.

Grado de Injerto (%)

0,0 0,5 1,0 15 2,0
Tiempo de reaccién (h)

Figura 2.6 — Efecto del tiempo de reaccién de injerto en el grado de injerto con soluciones al
10% v/v de mondémeros y mezcla de mondmeros sobre membranas de fibra hueca de PE: (e)
GMA, (m) D/G (1:1), (o) DMAA.
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Grado de Injerto (%)

Relacion DMMA/GMA en el copolimero (-)

0 . ; . ; . | ; 0.0
(1] 1 2 3 4

Relacién de monémeros DMAA/GMA (-)

Figura 2.7 — Efecto de la relacién de monémeros DMAA /GMA en el tubo de reaccién sobre el
grado de injerto y sobre la composicién relativa en el copolimero (a tiempo de reaccién 2 horas):
(e) GI%, (m) composicién del copolimero injertado.

La ocurrencia de la aparicién de polimeros injertados y las velocidades de su crecimiento
estan en correspondencia con la cantidad relativa de GMA en la mezcla de monémeros.
Como se muestra en la Figura 2.7, al anadir cantidades crecientes de DMAA sobre un
volumen constante de GMA (10% v/v) en etanol se observa una reduccién sobre el grado
de injerto en las membranas de PE después de dos horas de reacciéon de polimerizacion.

La relaciéon D/G sobre la estructura del polimero injertado fue estimada por espec-
troscopia FT-IR. Se utilizo la relacion de areas de la senal IR del carbonilo para calcular
la composiciéon de monémeros en los copolimeros injertados. Esta relaciéon fue calculada
a partir de la curva de calibracién detallada en la seccién 2.2.6. y de los resultados de la
seccién 2.3.1 de este mismo capitulo. La relacién de monémeros D/G en la constitucion
del polimero muestra ser lineal en un rango de 1 a 4 moles (Figura 2.7). Sin embargo, esta
composicion en el polimero no es proporcional; la relacion GMA en el polimero injertado
aumenta con respecto a la relacién molar inicial en el tubo de reaccion.

2.3.3. Acomplamiento de Phe

Para realizar el siguiente estudio comparativo, se sintetizaron membranas con injerto
de GMA (M-GMA 6 M-G) y membranas mixtas D/G (M-X D/G), con cuatro relaciones
D/G diferentes, estableciendo un GI% entre 170 a 220%. Segun estudios previos, tanto
la estructura interna de poro como la permeabilidad al agua permanecen constantes en
un rango de hasta 320% de grado de injerto en membranas con GMA hidrolizado [5].
Ademds, un grado de injerto grado del orden del 200 % fue seleccionado por otros autores
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Masa incorporada/pelimero injertado (%)

1] T T T T
0 10 20 30
Tiempo de Reaccion (h)

Figura 2.8 — Cinética de la adicién de masa en la reaccién de inmovilizacién de Phe (RP %) en
membranas -GMA y -D/G: (¢) GMA (m) 0,9 D/G (A) 1,1 D/G () 1,5 D/G (w) 2 D/G.

para obtener diversas membranas adsortivas [7, 19].

Sobre estas membranas se realizé la reaccion de adicion de Phe, tal como se indica en
la seccién 2.2.7. La relacién de incremento en peso se define como RP (%) y se describe
en la seccién 2.2.3 (Ec.2.1). La Figura 2.8 muestra el rendimiento en la adicién de masa en
relacion a los polimeros injertados en funcién del tiempo de reaccion. En estas condiciones
de reaccion ha sido descrito que la hidrdlisis de los grupos epéxidos de membranas injertadas
con GMA es despreciable [13]. Por lo tanto es posible calcular la fraccién molar de grupos
epdxidos que reaccioné como se observa en la Figura 2.8. La conversién cercana al 20 %
obtenida a las 24 horas de reaccién para las M-G se corresponde con los obtenidos por otros
autores [13]|. Todas las membranas injertadas con el copolimero mostraron mayor adicién
de masa (alrededor del 35%) que las M-GMA.

Ademds, puede observarse que la cinética de incorporacién de Phe fue més rapida cuanto
mayor era la proporciéon de DMAA en el copolimero (representadas por las pendientes de las
curvas de la Figura 2.8). Los espectros de IR demostraron la ausencia de grupos epdxidos
después de 24 hs de reaccién en todas las membranas injertadas con D/G (sehal a 907
cm~!, datos no mostrados) en contraste con las M-G que si presentaban una senal residual.
Ademas, se demostrd que las membranas injertadas con el copolimero son més sensibles a
la hidrdlisis alcalina (Grasselli, resultados no publicados). Por lo tanto, para las M-X D/G
es posible estimar la concentracién de Phe incorporada asumiendo una conversién total de
los grupos epéxidos (reaccién de inmovilizacion més hidrélisis), utilizando las ecuaciones
2.3y 2.4 que se definen en la seccién 2.2.3.

En la Figura 2.9 se muestra la conversion de los grupos epéxidos de la fraccion de

Lic. Maria Laura Carbajal



2.3. Resultados y Discusién 45

Relacion molar Phe/GMA (-)
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Relacion DMAA/GMA en el copolimero (-)

Figura 2.9 — Relacién molar de incorporacién de Phe para los distintos copolimeros injertados.

GMA en el copolimero en la reaccién de adicién de Phe. La M-G muestra sélo el 20%
de conversién epoxi como se informé anteriormente. La eficiencia de la adicién de Phe
versus la reaccion de hidrdlisis fue mayor cuanto mayor es la proporcién de DMAA en la
composicion del copolimero. Existen al menos dos posibles explicaciones para el aumento
de la eficiencia en las reacciones de adicién: (i) en primer lugar, al ser los copolimeros més
solubles en agua, hay una mejor difusién de los reactivos; (ii) en segundo lugar, hay menos
impedimento estérico. Se obtuvo una conversién del 64 % para el copolimero 2 D/G. Este
elevado nivel de conversion sélo habia sido logrado con ligandos ionizables como dietilamina
(80% de conversién) e iminodiacético (60 % de conversién) sobre M-G [20].

2.3.4. Determinacion del flujo de permeacion de agua pura y del
parametro de hidrataciéon

La medida de los didmetros relativos de las fibras en estado himedo v seco brinda un
parametro para comparar la hidrofilicidad de los materiales injertados. De este modo, en
la Tabla 2.1 se exponen los resultados del efecto de la composiciéon de mondémeros en los
copolimeros injertados en funcién de la relacién de hidrataciéon (SW %), definida por la
Ec. 2.5 en la secciéon 2.2.9.

En el caso del SW% de las membranas se observa que las membranas con relacién
0,9 D/G y 1,1 D/G mantienen el didmetro externo constante previo a la reaccién quimica
de adicién de Phe, mientras que las que poseen proporciones mayores de DMAA (1,1 a 2
D/G) mostraron un pequenio aumento en el parametro de hidratacién. Se puede apreciar un
aumento significativo en el SW para todas las membranas durante y posterior a la reaccion
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Tipo de Membrana SW (%) SW (%)
Previo a la reaccién quimica Posterior a la reaccién quimica
M-G 1.4 3
M-0,9 D/G 1 7.2
M-11 D/G 1,1 7.7
M-15 D/G 2,5 10
M-2D/G 5 25

Tabla 2.1 — Parametros de la relacién de hidratacién obtenidos para membranas GMA y dife-
rentes membranas coinjertadas D/G previo y posterior a la reaccién de adicién de Phe.

quimica de incorporacién de Phe (Tabla 2.1 y Figura 2.10). Las fibras huecas M-G-Phe
mostraron un ligero aumento en el didmetro externo, principalmente como consecuencia
del pH alcalino del medio de reaccién que afectan a la matriz de PE [13]. Sin embargo,

el progresivo incremento en el SW obtenido en las membranas D/G puede asignarse a la
hidrofilicidad de la DMAA.

La tendencia de la relacién de hidratacién para cada polimero (Figura 2.10) muestra
una estrecha similitud con la forma de la tendencia de RP (%) (Figura 2.8). A pesar de esta
similitud con las curvas de RP % en todas las membranas D/G, el SW de cada copolimero
muestra diferentes valores finales a tiempos de reaccién mayores a 10 horas (SW % entre 5
y 25).

Se realizaron determinaciones de flujo de agua a una presiéon de 0,1 MPa en las di-
ferentes membranas (M-G, M-G-Phe, M-X D/G, M-X D/G-Phe). El flujo se mantuvo
practicamente constante en todos los copolimeros hasta una relacién de D/G de 0,9 (Figu-
ra 2.11). Relaciones mayores de D/G mostraron una reduccién progresiva del flujo hasta
hacerse despreciable para el copolimero con una relacién de 2 D/G. Resultados similares
se obtuvieron para las M-G-Phe y las M-X D/G-Phe, con dos diferencias principales: (i) en
primer lugar, con respecto a las membranas epoxi respectivas, un mayor flujo de permea-
cién fue mostrado por las M-G-Phe y las M-D/G-Phe con menor proporcién en DMAA
Este comportamiento es asignado al efecto de hidratacién por pH alcalino sobre la matriz
de PE [13]. En segundo lugar, la M-1,5 D/G-Phe mostr6 un menor flujo de permeacién con
respecto a M-1,5 D/G-epoxi. Este comportamiento podria ser debido a un estiramiento
parcial de la estructura de injerto como consecuencia de estructura mas hidrofilica de la
membrana con Phe. Por tltimo, los escasos flujos de permeaciéon medidos para las M-2D/G
(epoxi y Phe) podrian deberse a estiramientos en la estructura del copolimero debido al
elevado contenido de DMAA en el mismo. El comportamiento en la reduccion del flujo de
permeacion esta en concordancia con las propiedades de hidratacién mostradas por todas
las membranas D/G.
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Figura 2.10 — Efecto del tiempo de reaccién de adicién de Phe sobre el pardametro de hidratacién
SW para membranas-G y -D/G: (¢) GMA; (m) 09 D/G; (a) 1.1 D/G; (w) 1,5 D/G; (¢) 2D/G.

2,0

FIFo (-)

0.0

0,0

T v T T T T
05 1,0 1,5 2,0

Relacion DMAA/GMA en el copalimero (-)

Figura 2.11 — Efecto de la composiciéon DMAA /GMA del polimero sobre las propiedades de
permeacién, medido como la relacién de flujo respecto al flujo de filtracién de agua pura a 0,1
MPa de la membrana de GMA: (o) membranas Epoxi; (m) Membranas-Phe.
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2.3.5. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La estructura porosa interna de todas las membranas se encuentra preservada, tanto
para GMA como para D/G. Esto se visualiza en las siguientes fotos (Figura 2.12) de cortes
de seccion transversal, perpendiculares al eje principal de membrana, observadas por SEM.

Figura 2.12 — Fotos SEM de membranas GMA (arriba al centro) y membranas coinjertadas
D/G con las siguientes relaciones molares: 0,9 D/G (medio izquierda); 1,1 D/G (medio derecha);
1,5 D/G (abajo izquierda); y 2 D/G (abajo derecha).
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2.4. Conclusion

Soluciones de GMA, DMAA y mezclas de ambos fueron utilizadas para realizar la
polimerizacién por injerto sobre fibras huecas de PE preirradiadas en vacio. La solucién
de GMA mostré una muy alta velocidad de injerto, en cambio la misma concentracién de
DMAA solo mostré una cantidad despreciable de injerto en las mismas condiciones de reac-
cién. Resultados similares fueron obtenidos utilizando este solvente para la polimerizacion
por injerto bajo irradiacién sobre fluoropolimeros [21]. Las mezclas de ambos mondmeros
mostraron un comportamiento intermedio entre las soluciones puras. El grado de injerto
obtenido a las 2 horas de reaccién fue disminuyendo de 1300% a 100% con el incremen-
to del porcentaje de DMAA. Se obtuvieron copolimeros con un maximo de composicion
DMAA a GMA en relacién molar 2:1, con un grado de injerto en el orden del 200%. La
composicion relativa de ambos mondémeros en el polimero injertado fue estimada en base
a la relacién de las senales de los carbonilos por espectroscopia de FT-IR. La composicién
del polimero mostré una relacion lineal con respecto a las soluciones de mondémeros entre
1y 4 DMAA/GMA (D/G). Sin embargo, esta relacién no fue proporcional siendo siempre
mayor el porcentaje de GMA en el polimero que en la solucién mezcla inicial. Aunque
no fue posible una caracterizacion del copolimero injertado, fue determinada su composi-
cién global junto con la descripcién de un rango ttil para la inmovilizacién de ligandos
pscudo-bioespecificos sobre membranas macroporosas de PE.

Con respecto a los copolimeros injertados que contienen una proporcién mayor de
DMAA, pusieron de manifiesto la mejora de las propiedades hidrofilicas y presentaron
mayores velocidades de conversién de grupos epoxi en fenilalanina.

Hasta el 50 % en relacién molar del GMA puede ser reemplazado en el copolimero injer-
tado por otro monémero mas hidrofilico como el DMAA, con una pequefia disminucién en
las propiedades de flujo de filtraciéon. Una mayor proporcién de DMAA reduce la permeabi-
lidad a valores insignificantes. Membranas injertadas con poli-GMA (Figura 2.2, Esquema
I) v coinjertadas con poli-(GMA-co-DMAA) (Figura 2.2, Esquema II) fueron utilizadas
para inmovilizar Phe.

En este trabajo, el copolimero injertado mejoré las propiedades de reactividad de grupos
epoxidos como se observé en la inmovilizaciéon de Phe. Se logré una conversién total de
los grupos epoxidos en 24 horas de reaccién en las condiciones estudiadas. Sin embargo,
parte de estos epéxidos se hidrolizan. Ademds, comparando las membranas X-D/G con
las membranas GMA, se obtiene un incremento de 1,5 veces en la concentraciéon de Phe
inmovilizada. Para el copolimero mds hidrofilico, se obtuvieron rendimientos del 64 % en
la conversién de los grupos epédxido a ligando.

Es de esperar un incremento en la capacidad maxima de adsorcién especifica de ma-
cromoléculas para el tipo de membranas M-G/D obtenidas con respecto a las M-G, si se
tiene en cuenta las siguientes observaciones: 1) la densidad de ligando inmovilizado fue
superior; 2) el entorno mas hidrofilico del copolimero D/G y 3) una mayor homogeneidad
en la distribucion del ligando asumiendo que los mondémeros se injertaron aleatoriamente
para formar el copolimero.
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Capitulo 3

Copolimerizacién por injerto radioinducida
por pre-irradiacion en aire

3.1. Introduccion

Este capitulo se va a referir a la técnica para realizar injertos por preirradiacién en
aire radioinducida. Al irradiar el material en presencia de aire u oxigeno se generan grupos
peréxidos e hidroperdxidos estables sobre el polimero, que posteriormente en ausencia de
oxigeno pueden utilizarse como iniciadores de polimerizacion de monémeros al descom-
ponerse en radicales libres por efecto de la temperatura o por efecto de radiaciones UV
1, 2.

En las técnicas de preirradiacién, dado que los monémeros no estan expuestos a la ra-
diacidn, se ven tedricamente libres del problema de formacién de homopolimero que ocurre
en la técnica en simultaneo. Sin embargo, pueden ocurrir procesos de transferencia de ra-
dicales del sélido al solvente o a los monémeros por lo cual la presencia de homopolimero
no es totalmente eliminada [3, 4]. Otro inconveniente de estas técnicas es la escisién del
polimero base debido a su irradiacién directa, que pone de manifiesto la formacién predo-
minante de reacciones degradativas y de entrecruzamiento debido a las dosis elevadas de
energia, asi como también la descomposicién de los radicales libres formados con la con-
secuente disminucién en los rendimientos [5]. Las velocidades de dosis no pueden ser muy
altas debido a la velocidad de difusién del O, [6, 7]. Para suprimir la homopolimerizacién
(y reducir la temperatura de reaccién de polimerizacién) puede anadirse a la mezcla de
reaccién iones metdlicos de transicién (Fe?*, sal de Mohr, etc). La ventaja de la técnica
de peroxidacion es que el material, con los intermediarios peréxidos, puede almacenarse
durante largos periodos antes de realizar la polimerizacién por injerto. Esto es conveniente
cuando el acceso a una fuente de radiacién es limitado [5, §].

A continuacion, se estudiara el proceso de injerto sobre PE poroso y no poroso por medio
de radiaciones ionizantes por pre-irradiacion en aire de monémeros de AAm y DMAA en di-
ferentes condiciones de reaccién (solvente, concentracion de monémeros, presencia/ausencia
de inhibidores de homopolimerizacién).
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3.2. DMateriales y Métodos

3.2.1. Materiales

Polimeros base: HDPE (PE poroso) Porex® 4903 y 4916 de 1/16” de espesor; HDPE
(PE no poroso) de 50 um de espesor.

Mondémeros: AAm, soluciones en agua al 0%, 5%, 10%, 20% p/v; DMAA en agua,
etanol (EtOH) y mezcla de etanol/agua (1:1).

Otros reactivos: Solucién madre de Sal de Mohr (40 mg/ml); Tween 80 (Tw80).

Todos los reactivos son de grado analitico o superior.

3.2.2. Procedimiento

Previo a la irradiacion, los polimeros base son sometidos a un proceso de limpieza por
sonicacién en metanol (2 x 30 minutos). Luego son secados, pesados y preservados en
temperatura ambiente hasta irradiaciéon. La irradiaciéon del HDPE (poroso y no poroso)
se produce con dosis total de 25 kGy en atmosfera de aire. En una segunda etapa, los
peréxidos seran los iniciadores en la incorporacién de los monémeros sobre el polimero base,
por incubacién de los polimeros preirradiados con la solucién de mondémeros previamente
degaseada por 20 minutos, a 70 °C durante toda la noche. Al finalizar la reaccién, se
realizan lavados sucesivos con agua a 70 °C. Se secan en estufa hasta peso constante y
luego se pesan para obtener el % GI como se describe en la seccién 1.4.1 del Capitulo 1.

Analisis de superficie por SEM y ATR-IR: Las microscopias clectrénicas de estos
materiales son llevadas a cabo en el Centro de Microscopias Avanzadas, Facultad de Cien-
cias Exactas y Naturales-UBA (Buenos Aires, Argentina). Se usé el microscopio electrénico
de barrido Zeiss DSM 982 GEMINI. Este microscopio cuenta con un detector de electro-
nes secundarios llamado IN-LENS que esta situado dentro de la misma columna y tiene
la particularidad que permite obtener un mayor detalle de la morfologia de la muestra.
Ademas posee acoplado un dispositivo (INCA ENERGY, Oxford Instruments) para reali-
zar andlisis elemental por espectroscopia de energia dispersiva (EDS 6 Energy Dispersive
Spectroscopy). A partir del espectro obtenido pueden entonces, realizarse determinaciones
cuali- y cuantitativas de los elementos presentes en el volumen de muestra.

3.3. Resultados y Discusion

3.3.1. Busqueda de las condiciones de injerto de los monomeros
de trabajo sobre PE pre-irradiados

En una primera instancia se procede a cvaluar las condiciones de injerto de los dos
monémeros de trabajo sobre ambos materiales base (PE poroso y PE no poroso).
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N°  Material Monémero  ionomero Solvente Pi (mg) Pf(mg) GI%
(% p/v)
NO  [IDPE — 0 1,0 198 498 0
N1  HDPE AAm 10 H,O/EtOH(1:1) 527 526 0
H,0/EtOH(1:1)
N2 HDPE AAm 10 + Tw80 (1%) 49,2 49,2 0
N3 PE4903  AAm 10 H,O/EtOH(1:1) 3288 3287 0
N4  PE 4903 AAm 10 EtOH 631,6 631,2 0
N5 PE 4903 AAm 10 H,0 643,6 731,3 14
N6  HDPE AAm 20 H,O 54.5 54,5 0
N7  HDPE AAm 20 H,0 493 493 0
N8 HDPE DMAA 20 H,O 49,3 49,2 0
N9 HDPE DMAA 20 H,O 43,3 43,3 0
N10 PE 4903 AAm 20 H,0O 375,8 603,6 61

Tabla 3.1 — Evaluacién de las condiciones de reaccién. GI% obtenidos para HDPE poroso

(PE4903) y no pororoso (HDPE) injertados con AAm y DMAA.

En la Tabla 3.1 se exponen las condiciones de reaccién
(cantidad de monémero en el tubo de reaccién y el tipo de sol-
vente de trabajo) asi como los resultados obtenidos (GI%).
En el caso de PE no poroso, bajo las condiciones ensaya-
das de solvente (agua, mezcla de alcohol/agua, mezcla de al-
cohol/agua con agente tensioactivo) y con los monémeros de
trabajo (AAm y DMAA), no hay reaccién de injerto. No se
observan cambios visibles a nivel macroscépico ni incremen-
to en el peso bajo ninguna de las condiciones evaluadas para
PE no poroso. Los ensayos (N1, N2, N6, N7, N8 y N9) no
muestran un injerto detectable.

En cambio, se observa resultado positivo de reaccién de
injerto para PE poroso, con AAm al 10% y 20% en agua
como solvente, siendo los GI% de 14 y 60, respectivamente
(N5 y N10, Tabla 3.1). Estos polimeros presentaron deforma-
cién macroscépica visible indicando que el proceso no fue a
nivel superficial sino que se vio afectada toda su estructura
interna (Figuras 3.1 y 3.2). Cambios en la rugosidad, forma-
cién de grietas, desprendimientos, estiramientos del material
perdiendo su forma original, pérdida de la homogeneidad de
estructura presentando diversos relieves, son algunos de los

Figura 3.1 — Fotograffa en
contraste de las muestras fi-
nales de PE poroso. Observa-
cién de relieves e irregulari-
dades de superficie.

efectos observados, que se pueden visualizar y comparar con aquellos en los que no se ob-
tuvo injerto (N3 y N4) con mayor detalle en las Figuras 3.2 y 3.3, siendo mucho menos
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Tiempo
N° (%127\1,) ?51 14 ?rfg /l\ri[l?)hr incubacién Pi (mg) Pf(mg) GI%
’ a 70°C (h)
1 2 - 65 616 644 0
2 2 ] 22 664 663 0
3 2 Si 13 633 635 030
4 2 Si 3 66,4 66,7 0,45
5 2 Si 6.5 665 665 0
6 2 Si 92 649 649 0
7 10 ] 13 755 760 065
8 10 ] 3 656 660 061
9 10 - 6,5 62,6 62,6 0
10 10 ] 22 742 744 0230
11 10 Si 13 720 724 060
12 10 Si 3 64.9 651 030
13 10 Si 6.5 641 639 0
14 10 Si 22 27 725 0

Tabla 3.2 — Evaluacién del proceso de polimerizacién por injerto de AAm sobre HDPE en
presencia/ausencia de inhibidor de homopolimerizacién, a dos concentraciones de monémero.

evidentes en el ensayo con menor grado de injerto (N5) que en el de mayor % GI (N10).

También se visualizé la formacién de homopolimero en gran cantidad y los GI % para
HDPE obtenidos fueron nulos. Por ello, en una segunda etapa, se introduce una variable de
estudio sobre la polimerizacién por injerto sobre HDPE: la incorporacién de un inhibidor
de homopolimerizacién como la sal de Mohr [9]. Las reacciones de injerto de un monémero
(M) sobre un polimero (P) por activaciéon por perdxidos pueden describirse de mancra
simplificada como:

P- + POy - PO- + -OH
PO- + M - POM- (copolimerizacion) y
-‘OH + M - HOM- (homopolimerizacién)

Al agregar una sal de hierro, entonces se produciria una reaccién del tipo POOH +
Fe?t - PO- + OH~ + Fe3*, con la consecuente inhibicién de la homopolimerizacién [10].

A continuacién se muestran los resultados del estudio en el tiempo del proceso de reac-
ci6n de polimerizacién sobre HDPE (PE no poroso) con dos concentraciones de monémero
AAm, 2% y 10%, en presencia y ausencia de sal de Mohr (0,4 mg/ml final) a 70 °C
(Tabla 3.2).

El GI% obtenido sobre HDPE fue muy bajo para ambas concentraciones de AAm (2
y 10%) v no presenta diferencias en cuanto a la presencia o ausencia del inhibidor de
homopolimerizacién en el tubo de reaccién.
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Figura 3.2 — Muestras de PE poroso modificadas con AAm. Visualizacion de frente

(izquierda) y de perfil (derecha) de los cambios a nivel macroscopico sobre el material
base.

Figura 3.3 — Fotografias ampliadas de perfiles de PE poroso preirradiado en aire y
copolimerizado con AAm: N3 (10 % AAm, mezcla etanol agua), N5 (10 % AAm, en agua)

y N10 (20% AAm, en agua). Aumento 1,5x (A) y 3z (B) en lupa. En circulo: zona de A
amplificada en B.
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Muestra /0AAm Pi (mg) Pf(mg) GI%

(% p/v)
1 0 19,8 1913 0
2 0 230,3 2297 0
3 5 2391  241,8 1,3
4 5 1835 1838 02
5 10 92393 312,22 305
6 10 246,3  289,7 17,6
7 20 2077 3624 745
8 20 221,9  399,7 80,1

Tabla 3.3 — GI% obtenido para PE poroso injertado con AAm.

100

80 '[

60

Gl % (-)

40

20 4

0 5 10 15 20 25
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Figura 3.4 — GI% promedio obtenidos para PE en funcién de la cantidad de AAm.

Dado que los valores de GI% obtenidos se encuentran dentro del rango del error ex-
perimental, y sumado a que la relacién superficie/volumen es muy baja, entonces puede
considerarse que no hubo reaccion de injerto significativo sobre este material.

3.3.2. Injerto de AAm sobre PE pre-irradiado

A continuacién se presenta un resumen de los resultados obtenidos para diferentes
concentraciones inicial de AAm (Tabla 3.3). Ademads, en la Figura 3.4 se exponen los
resultados generales de GI% promedio de los PE porosos modificados. En las Figuras 3.5
v 3.6 se muestran fotografias de los materiales obtenidos.

Comparando material base, HDPE poroso y no poroso, se encuentran grandes diferen-
cias en cuanto al grado de injerto. Sobre HDPE no poroso, aun en presencia de inhibidores
de homopolimerizacién, el grado de injerto obtenido fue casi nulo, mientras que para PE
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Figura 3.5 — Fotografias de PE poroso post reaccién de injerto con AAm correspondientes
a las muestras de la Tabla 3.3.

30%G1 80%GI1

Figura 3.6 — Fotografias de perfil de PE poroso preirradiado en aire y copolimerizado
con AAm. De izquierda a derecha: 0% GI (M2 6 control de copolimerizacion), 18% GI
(M6), 30% GI (M5) y 80% GI (M8). Aumentos en lupa: 1,5z (arriba) y Sz (abajo).
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poroso, en las mismas condiciones de reaccién el grado de injerto fue veinte veces mayor.
Llegando hasta% GI de 80% con 20 %p/v de AAm inicial en solucién. El mayor inconve-
niente presentado es la modificacion en su estructura interna, con deformacién y cambios
visibles a nivel macroscépico, tornandose fragiles (Figura 3.5). Por ejemplo, a partir de la
condicién de 18 % GI (M6) se puede observar que las deformaciones son mayores a medida
que el GI% aumenta (Figuras 3.5y 3.6).

Estos efectos fueron verificados por microscopia electrénica de barrido, donde se pudo
observar que a medida que aumenta el grado de injerto, tanto la estructura tipica de PE
(globular) como la homogeneidad en la estructura se fueron perdiendo, transformandose
en otro material (composite) (Figuras 3.7 y 3.8). En las micrografias con mayor aumento
(Figura 3.9) se puede observar que al fragmentar los materiales con AAm injertada se
quiebran de distinta forma que el material base. En general, el PE se estira hasta romperse
pero sin quebrarse, mientras que la poliAAm tiende a quebrarse; en el material mixto el
efecto es una mezcla de ambos (se estira y se quiebra) con aspecto de fibras. En caso de
que la modificacién hubiera sido a nivel superficial se hubiese esperado diferenciar ambos
materiales de acuerdo a estos efectos.

Otro efecto llamativo es que tanto en el PE preirradiado y como en el PE sin irradiar, la
superficie tiene aspecto rugoso pero mantiene la homogeneidad (microestructura cristalina-
amorfa tipica de PE) mientras que con injerto comienza a mostrar protuberancias y mezclas
de morfologias heterogéneas (Figura 3.9).

Para corroborar la presencia de AAm sobre el material, se determina la presencia de
oxigeno y nitrégeno sobre el PE modificado con 18 % GI de AAm mediante espectroscopia
de energia dispersiva (EDS). Esta es una técnica de microanalisis quimico que es utilizada
en conjuncién con la microscopia electrénica de barrido y brinda informacién sobre la
composicion elemental del volumen de muestra analizado. El PE base solo contiene carbono
e hidrégeno como elementos constitutivos.

En el espectro, aparece el elemento O pero no asi el elemento N (ambos pertenecientes
al grupo amida de la AAm). La senal del N se ubica muy cercana a la del C, por lo que es
posible que la senal de N quede oculta dentro de la correspondiente al C. La presencia de
O infiere la presencia de AAm en el polimero (Tabla 3.4 y Figura 3.10).

Elemento Peso% % Atémico  Del procesamiento del espectro: sin picos omitidos
Opcidn de procesamiento: Andlisis de todos los elementos
CK 75,94 80,79 b P

(normalizado)
OK 24,06 19,21 Nimero de iteraciones = 38
Total 100,00 Estindar: CaCOs (C); SiOy (O)

Tabla 3.4 — Resultados del andlisis de presencia de O y N por EDS sobre PE injertado con 18 %
GI de AAm.
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SkV 3Imm

GI180%

Figura 3.7 — Micrografia SEM. PE pre-irradiado sin injerto (M2) y con injerto al 80 % de AAm
(MS).
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Figura 3.8 — Micrografia SEM. Aumento 200x. Arriba (de izq a der): PE sin irradiar
(control sin modificaciones) y PE pre-irradiado con GI 0% (M2); medio (de izq a der): PE
injertado con 1,8% (M3) y 18% de AAm (MG6); Abajo (de izq a der): 30 %GI (M5) y 80 %GI de
AAm (MS8).
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GI180%

Fmm

Figura 3.9 — Micrografia SEM. Aumento 2000x. Arriba (de izq. a der.): PE sin irradiar

y PE pre-irradiado con GI 0% (M2); medio (de izq a der): PE injertado con 1,3% (M3) y 18%
de AAm (M6); Abajo (de izq. a der.): 30% GI (M5) y 80% GI de AAm (MS).
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Figura 3.10 — Micrografia de la seccién evaluada y espectro de EDS obtenido para esa seccién
del material.

3.4. Conclusion

Se ensayé la técnica de preirradiacion en presencia de oxigeno sobre HDPE poroso y
no poroso, variando las condiciones de reaccién de injerto tanto en polaridad de solven-
tes como diferentes concentraciones iniciales de AAm y DMAAm, asi como también la
presencia/ausencia de inhibidores de homopolimerizacién.

Con HDPE no poroso la reaccién de injerto fue nula. Se ensay6 el injerto con dos tipos
de monémeros (AAm y DMAA), en agua sin éxito. Ambos monémeros poseen estructuras
quimicas similares.

Sobre el mismo tipo de polimero, utilizando AAm como mondmero en distintas concen-
traciones de reaccidn, se evaluaron solventes como etanol, mezcla de etanol/agua (1:1) (con
y sin detergente), agua (con y sin inhibidor de homopolimerizacién). Como inhibidor de
homopolimerizacién se utilizé la sal de Mohr, sin observarse efectos positivos en cualquiera
de los casos.

En cambio, con PE poroso los resultados fueron diferentes ya que se logré injertar AAm
obteniéndose diferentes GI% en funcién de la concentracién de mondémero.

En la evaluacién de las condiciones de injerto (tipo de solvente y cantidad de monémero)
sobre PE poroso pre-irradiados en presencia de aire pudo establecerse que: (i) en este tipo
de material, con AAm como mondémero, en etanol o mezcla de etanol/agua (1:1) como
solventes de reaccién, no hay injerto; (ii) con AAm en agua como solvente hay presencia
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de injerto, obteniendo % GI de hasta 80 % con AAm inicial al 20% p/v.

El mayor inconveniente presentado fue que el injerto de la poliAAm ocurre en el interior
de la estructura del PE, de esta manera el polimero pierde sus caracteristicas morfolégicas
originales. Este inconveniente descarta esta técnica para los objetivos de este trabajo de
tesis.

Lic. Maria Laura Carbajal






1]
2]

Referencias

Garbassi F., Morra M., and Occhiello E. Polymer Surfaces. From Physics to Technology.
John Wiley & Sons, Great Britain, 1998.

Clough R. L. High-energy radiation and polymers: A review of commercial processes and
emerging applications. NIMB: Beam Interactions with Materials and Atoms, 185(1-4):8-33,
2001.

Chapiro A. Mechanism of peroxidation of solid polymers as derived from the kinetics of the
induced graft copolymerisation. J. Polym. Sci. Symp., 50:181, 1975.

Ringrose B. J. and Kronfli E. Preirradiation grafting of ethylene vinyl acetate copolymer
resins. Radiation Physics and Chemistry, 55:451-460, 1999.

Bhattacharya A. Radiation and industrial polymers. Progress in Polymer Science, 25:371—
401, 2000.

Curso de Postgrado. Polimeros modificados por radiaciones para usos biotecnolégicos. UNQ),
Bs. As. Argentina, 2000.

Mazzei R., Smolko E., Torres A., Tadey D., Rocco C., Gizzi L., and Strangis S. Radiation
grafting studies of acrylic acid onto cellulose triacetate membranes. Radiation Physics and
Chemistry, 64:149-160, 2002.

Dargaville T. R., George G. A., Hill D. J. T., and Whittaker A. K. High energy radiation
grafting of fluoropolymers. Progress in Polymer Science, 28:1355-1376, 2003.

Przybytniak G., Kornacka E. M., Mirkowski K., Walo M., and Zimek Z. Functionalization
of polymer surfaces by radiation-induced grafting. NUKLEONIKA, 53(3):89-95, 2008.
International Atomic Energy Agency (IAEA). Advanced radiation chemistry research: cu-
rrent status, TECDOC-834, Vienna, 1995.

67






Capitulo 4

Método de injerto en simultaneo

4.1. Introduccion

La modificacion de polimeros por injerto con radiacién ionizante 3 6 v activa a todo el
polimero, entonces ¢l injerto puede darse en todo ¢l bloque material o en la superficie. Este
es un método fisicoquimico independiente de la temperatura y de la estructura molecular.
Pueden generarse varias clases de copolimeros, ya sea por el agregado de un solo tipo de
monémero (Figura 4.1, esquema I) o por una mezcla de monémeros (Figura 4.1, esquema
I1).

La técnica en simultdneo requiere radiacién durante todo el proceso de injerto, y aunque
las dosis de energia son menores con respecto a los métodos indirectos (con dosis totales
de 3 a 10 kGy), los rendimientos en injerto son mayores debido a que no se pierden radi-
cales libres a través de reacciones de descomposicién [1, 2]. Ademds el solvente ejerce un
efecto protector (muchos radicales libres se generan en el solvente sin que se produzca la
degradacion del polimero base), y como caracteristica indescable se observa la formacién de
homopolimero con parte de los monémeros presentes en la solucién. El oxigeno es inhibidor
de la reaccién [3].

Razzak propuso en sus estudios sobre la modificacién de gomas naturales y flouro-
polimeros por radiaciéon por injerto para producir biomateriales, que es necesario optimizar
la concentracién de monémero, la velocidad de dosis y la dosis total, asi como el solvente
[4]. De su trabajo surgen ciertas observaciones al respecto, como por ejemplo (1) que a
mayor concentracion de monoémeros se favorece la formacion de homopolimero, y en conse-
cuencia puede presentar mayores dificultades en su posterior remocién; (2) generalmente,
en el método en simultaneo, la velocidad de dosis juega un rol importante en el control del
grado de injerto, ya que influenciarfa a la velocidad de iniciacién; (3) el efecto del solvente
en el rendimiento en el proceso de copolimerizacién por injerto es bastante complejo y
dificil de explicar de forma sencilla. En lo que se refiere a este tltimo factor, se ha supuesto
que la variacién en los rendimientos asociada al solvente puede estar relacionada con (i) la
capacidad de éste de solvatar ( “swelling”) al polimero; esta capacidad esta estrechamente
vinculada con (ii) la miscibilidad y la difusién en el interior del polimero del mondémero,
va que se favoreceria la reaccién de injerto si el solvente puede ser capaz de llevar a las
moléculas del monémero lo més cerca posible de los centros activos formados en el polime-
ro; y con (iii) la contribucién del solvente en la formacién de radicales libres que pueden
ser transferidos al polimero o que actien en la reacciéon de terminacién en el proceso de
injerto.

Unos anos mas tarde, Hongfei y col. en su trabajo sobre el estudio del efecto del pH en
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Polimerizacion

Figura 4.1 — Reaccién de polimerizacién por injerto simultanea

la radiacién por injerto en simultaneo, coinciden con Razzak al plantear que, en la eleccion
del proceso de injerto, son importantes los cfectos de la composicién del polimero base, el
tipo de mondémero, el solvente, el método de radiacién y la dosis total [5].

Mediante la técnica de modificacion en simultdneo aplicada sobre fibras huecas de PE,
el grupo de trabajo del Dr. Cascone estudié y optimizé los efectos de la dosis de radiacion,
inhibidores inorgénicos, concentracién de monémero (GMA) y del solvente (metanol) sobre
el grado de injerto [6]. En este trabajo se observé que el grado de injerto se encuentra es-
trechamente relacionado con la concentracién de monémero GMA (Figura 4.2). En cuanto
a la minimizacién de la formacién de homopolimero durante el proceso de polimerizacion,
los inhibidores salinos comuinmente utilizados en otros sistemas y recomendados por otros
autores con este fin, no mostraron efectos diferenciales entre el proceso de homopolime-
rizacion y el de injerto (Tabla 4.1). Ademds, todas las sales evaluadas disminuyeron el
rendimiento en el grado de injerto. Con respecto al solvente, el méximo rendimiento en
la copolimerizacién es obtenido con concentraciones de metanol entre el 30 y 35%, v a
concentraciones mayores al 50 % no se produce injerto alguno (Figura 4.3). Mediante SEM
visualizaron que las cadenas injertadas se forman en las paredes de los poros y ademaés,
observaron que el flujo de agua cae exponencialmente con el incremento en el grado de
injerto.

4.1.1. Co-injerto en simultaneo con mas de un mondémero

Las membranas poliméricas hidrofilicas son de interés en el area biomédica para nume-
rosas aplicaciones que van desde el tratamiento de sangre extracorpéreo hasta la separacion
y purificacién de biomoléculas. Tanto el PP como el PE son polimeros hidrofébicos y esta
caracteristica puede ser cambiada mediante tratamiento con surfactantes. Por ello es que
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Figura 4.2 — Efecto de la dosis de radiacién sobre el grado de injerto de fibras huecas de PE
hidrofilizado inmersas en soluciones de 1% (o), 5% (») y 10% (a) de GMA en 50 % metanol.
Dosis total 3 kGy, fuente Gamma-cell ®*Co (adaptada de Grasselli y col. [6]).
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Hutzato e 10 25 Gel suave hlanco Ratner s injetto a bajas
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Ot et
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mondmero
Clorura de ] 5 Solurcidn
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Tabla 4.1 — Efecto de diferentes inhibidores salinos en el rendimiento del injerto radioinducido
sobre fibras de PE hidrofilizadas, a tres concentraciones diferentes de mondémeros y dosis de
irradiacién de 1,5 kGy (adaptada del trabajo de Grasselli y col. [6]).
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Figura 4.3 — Efecto de la concentracién de metanol en el grado de injerto de fibras huecas de
PE en soluciones de metanol-agua con 1% (e), 3% () y 5% (a) de GMA. Dosis de radiacién:
1,5 kGy (adaptada de Grasselli y col. [6]).

se estudié la incorporacion a nivel superficial de mondémeros hidrofilicos sobre diferentes
materiales hidrofébicos. Asi, la DMAA se ha injertado mediante diferentes técnicas sobre
PP o gomas naturales (GN) para conferir a estos materiales cardcter hidrofilico [7, 8]. El
grupo de Onishi obtuvo, mediante copolimerizacién por plasma a baja temperatura, una
nueva membrana de PP-g-DMAA (15% GI) sin cambios en la textura del material [7]. En
el caso particular de Razzak y col., lograron evaluar la hemocompatibilidad de copolimeros
de GN-g-DMAA obtenidos por injerto en simultdneo por radiacién v (%°Co) y observa-
ron que con injertos mayores al 30 % mejoraban la performance con respecto a las gomas
siliconadas de grado médico [8].

4.1.2. Modificacion quimica de las membranas modificadas me-
diante acido iminodiacético

El 4cido iminodiacético (IDA) es un grupo quelante, tridentado, que forma complejos
ternarios con iones metélicos de la primera serie de transicién (Zn, Cu, Ni, Co, Fe) (Figu-
ra 4.4). También puede ser inmovilizado a través del grupo amino. Estas caracteristicas lo
hacen interesante para inmovilizarlo sobre los grupos epéxido de los polimeros injertados
con GMA. Esta reaccién es utilizada en este trabajo como reaccién estandar para control
positivo de polimerizacion, permitiendo evaluar visualmente la homogeneidad del polimero
al incubar los materiales con soluciones de Cu2*. También puede utilizarse para semicuan-
tificar la cantidad de epdxidos a través de la adsorcién/desorcién del cobre (IT) complejado;
segiin datos anteriores se determind que en estos materiales y condiciones se obtiene un
rendimiento del 80% [9].

Esta misma interaccion es la que se pone en juego en la cromatografia de afinidad con
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HO

HO

Figura 4.4 — Formacién del complejo ternario. Donde X representa moléculas de agua, buffer o
grupos funcionales superficiales de la proteina con afinidad por iones metélicos.

iones metélicos inmovilizados (IMAC) ya que se utiliza la capacidad de interaccién de los
sitios de unién a metales superficiales de la proteina (dados mayormente por histidinas)
para establecer dicha interaccién [10]. Otra utilidad de este tipo de matrices es la recupe-
racién de pseudometales a partir de soluciones acuosas [11]. Entre algunas de sus ventajas
se encuentran la alta capacidad de adsorcién con altos rendimientos en la recuperacion
(>90%), la selectividad (dada por el i6n metélico), condiciones de elucién y regeneracién
moderadas [12, 13].

En este capitulo se estudia la técnica de injerto radioinducida en simultaneo incorpo-
rando monémeros de GMA y DMAA sobre PSf como material base. Posteriormente se
derivatiza quimicamente mediante la reaccién con IDA.

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Polimero base y monémeros

Membrana de PSf en configuraciones plana y de fibra hueca. Las membranas planas
fueron adquiridas a Pall Chemical; Tuffryn®) (PSf hidréfila de 0,45 ym de didmetro de
poro, 70 % de porosidad, 165 um de espesor, 25 mm de didmetro) v Supor®) (polietersulfona
hidréfila de 0,45 y 0,80 um de diametro de poro, 25 mm de diametro, 152 ym de espesor
tipico). La membrana de fibra hueca (tipo D, 0,65 um de didmetro del poro y 70% de
porosidad) fue donada por A/G Technology Co. (Needham, MA, USA; actualmente GE).
Con 0,75 mm y 0,5 mm de didmetro externo e interno, respectivamente.

Micrografias electrénicas de los filtros planos de disco Pall
Chemical: Supor (izquierda) y Tuffryn (derecha) (obteni-
das de http://www.pall.com/).
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Mondémeros a injertar: GMA y DMAA. Adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

Relaciones molares de las mezclas de monomeros

Membranas G: preparadas a partir de soluciones de monémero GMA, al 1 y 2% en
metanol:agua (1:1 v/v).

Membranas GD: preparadas a partir de soluciones de mezcla de monémeros de GMA y
DMAA. Segtin la relacién molar final GMA/DMAA se denominan GD1 (0,7:1), GD2
(0,8:1) y GD3 (1:1).

4.2.2. Reaccién de polimerizacién por Injerto en Simultaneo en
membranas macroporosas de PSf

Procedimiento

1. Las membranas se pesan al décimo de miligramo. luego se adiciona el solvente
(metanol 50 %) previamente desoxigenado con nitrégeno gaseoso. Se adiciona el/los
mondmero/s y se mezcla por inversion.

2. Se empacan y se someten a irradiacion (CNEA Ezeiza), a temperatura ambiente en
una celda con fuente de radiacién gamma de %°Co (con dosis controlada entre 3-10
kGy). La dosis y velocidad de dosis son controladas mediante ¢l uso de dosimetros.

3. Después de la irradiacién, son lavadas con metanol al 50 % y secadas por 24 hs en un
horno al vacio con temperatura entre 30 °C y 40 °C hasta peso constante. El grado
de injerto se calcula segtin se describe en la seccion 1.4.1.

4.2.3. Acoplamiento del dcido iminodiacético (IDA)

El IDA (PM 137,13) es acoplado a los grupos epéxido de los materiales injertados con
GMA. El material modificado es sumergido en una solucién de 0,5 mol/I. de IDA disuelto
en DMSO:agua (1:1), pH 11. La reaccién es llevada a cabo a 80 °C por 10 hs, los grupos
epoxido remanentes son hidrolizados a grupos dioles por medio de la incubacién en acido
sulfdrico 0,5 mol/L por 2 hs a 80 °C [14].

4.2.4. Determinacion de las modificaciones quimicas

La concentracién de ligando IDA es determinada indirectamente por complejacion de
iones. El material modificado con IDA es sumergido en una solucién de NiCly 0,1 M por
1 hora. Después de lavar con agua deionizada, el niquel es recuperado por incubacién
mezclandolo en agitacién con EDTA 0,1 M, pH 7, a temperatura ambiente durante 2 hs.
El contenido en niquel es determinado espectrométricamente como el complejo EDTA-Ni?+
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a 595 nm. La inmovilizacién de Cu?* es realizada utilizando CuSO4 0,1 M como solucién
inicial y cuantificada después de la misma manera que en la determinacién de Niquel. El
complejo EDTA-Cu?* es medido a 715 nm [14]. Ambas determinaciones requieren curva de
calibracién para ser cuantitativas.

4.2.5. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El area superficial y la porosidad del material modificado son analizados mediante SEM
combinado con el sistema de microandlisis dispersivo de energia de rayos X (EDAX). Estos
estudios se realizaron en CNEA-Constituyentes con Microscopio Electrénico de Barrido
(MEB) Philips PSEM 500, provisto con sistema EDAX de andlisis elementales EDX. Re-
solucién utilizada: 20.000X.

Tratamiento de la muestra: el material obtenido es secado bajo condiciones de presion
reducida y fracturado en nitrégeno liquido. Se recubren las muestras con una microcapa
evaporada de oro o grafito para asegurar su neutralidad eléctrica.

4.2.6. FT-IR e IR-ATR

El andlisis por espectroscopia de infrarrojo (IR) se realiza con un espectrémetro Nicolet
IMPACT 410 (Nicolet. Sistema FT-IR. Pike technologies, Inc.), con una resolucién de 3
cm,

Se utiliz6 el dispositivo de ATR de dngulo vertical variable (cristal KRS-5 (Thallium
Bromide-Todide) de 50 mm de longitud y espejos de 25 mm) para poder realizar anélisis
de IR por reflexion. También se utiliz6 la variante de reflexién tnica (cristal de diamante
Golden Gate) sobre una superficie de muestreo de 1 mm?. En este caso, el cristal enfoca el
haz IR y provee la interfase de muestreo, maximizando la intensidad del haz, y logrando
espectros de muy alta relacién senal/ruido. Se utilizan 512 acumulaciones para mejorar la
relacién sefal /ruido.

4.3. Resultados y Discusion

Como esquema de trabajo, en este capitulo se propuso primero realizar el injerto de
GMA sobre el polimero base por copolimerizacién radioinducida en simultaneo. Luego
se realizé la conversion quimica de los grupos epoxi incorporando IDA e hidrolizando los
grupos epoxi remanentes mediante una hidrolisis acida para convertir estos grupos en dioles
y asi disminuir la adsorcién inespecifica. Posteriormente, se incorpora el metal (activacién
del IDA) y finalmente se realiza el andlisis y comparacién de los copolimeros desarrollados.

4.3.1. Caracterizacion del copolimero

Membranas de fibra hueca de PSf fueron sometidas al injerto simultaneo con las canti-
dades de monomero descriptas en la Tabla 4.2. Se obtiene una relacion lineal entre el grado
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Denominacién % GMA cn cl Masa inicial Masa final Q1%
tubo de reaccién x 10 fibras (mg) x 10 fibras (mg)

G0 0 993.0 2228 0.1

G-A 1 995.1 251.6 11,8

G-B 9 9928.0 293.9 28.9

G-C 3 930.0 397.4 42,4

G-D 4 217.8 344.7 58,3

Tabla 4.2 — Resultados obtenidos en la reaccién de injerto de GMA sobre fibras de PSf.

80 A

60 -

Grado de Injerto [%)]

0 T ] ]
0 1 2 3 4

Concentracion GMA [%]

Figura 4.5 — Relacién entre la cantidad inicial de GMA en el tubo de reaccién y el GI% obtenido
para, fibras de PSf.

de injerto v la concentracién de mondmero inicial (Figura 4.5).

Las mezclas de reaccion presentaron homopolimerizacién. Para evaluar la solubilidad y
caracteristicas fisicas que presenta el homopolimero, se prueban varios solventes y combi-
naciones de ellos (Tabla 4.4) para as{ poder remover el exceso no injertado a temperatura
ambiente.

De los solventes utilizados para solubilizar el homopolimero, ninguno resulté adecuado.
De todas formas, se utilizé el lavado con etanol, etanol:agua (1:1), y/o agua destilada ya
que el homopolimero se separa con facilidad (no adhesivo).

Analisis espectral IR-ATR

Se realizaron los espectros ATR sobre membranas sin modificar, modificadas con po-
liGMA y con poli(GMA-co-DMAA). En la Figura 4.6 se muestra el espectro de bandas
correspondiente al polimero base y al polimero modificado con GMA. Comparando ambos
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Composicion del

Relacion Molar

Relacién Molar

Copolfmero Inicial Final GI1%
(GMA/DMAA) (GMA/DMAA)

Gl (GMA) 20%

G2 (GMA) 19%

GD1 (GMA:DMAA) 0,9 0,2 18%

GD2 (GMA:DMAA) 1,7 0,4 29%

GD3 (GMA:DMAA) 2.5 1 11%

Tabla 4.3 — G.I% para diferentes copolimeros con GMA inicial al 1%. Observaciones: En
negrita se denotan los copolimeros sometidos posteriormente a pruebas de capacidad especifica,
desarrollados en el capitulo VI.

Orden de Solvente Aspecto
prueba

1 Etanol (EtOH)
2 EtOH + H,O Se precipita en forma de agujas amorfas.
3 H,O
4 HyO: DMSO (1:1)  Se abri6 tipo lamina. Se solvata.
5 H,0: DMSO (3:1) Al incrementar la proporcién de agua, preci-
6 Hp0: DMSO (7:1) pitan en forma amorfa y color opaco
7 H,O: DMSO (15:1) '

Tabla 4.4 — Homopolimerizacién. Solubilidad del homopolimero.

espectros, se puede ver la modificacién introducida sobre la superficie del polimero base
por medio de la aparicién de la senal a 1720 cm™! caracteristica del grupo carbonilo del
GMA.

Utilizando la curva de calibraciéon obtenida en la seccion 2.3.1 se determina la compo-
sicién del copolimero a partir del andlisis de las senales de la Figura 4.8.

SEM y EDAX

Con el objetivo de estudiar la distribucién completa y homogénea de la incorporacién
superficial de material al polimero base asi como la estructura de los poros internos, se
aplica la técnica de SEM/EDAX (Cu?*) sobre el drea superficial y cortes de drea seccional
del material modificado que posee IDA-Cu2* inmovilizado.

El espectro EDAX obtenido mostré la presencia del elemento Cu en el material base
(Figura 4.9). Con este resultado, se muestra (i) la funcionalidad incorporada y con ello,
(ii) que la reaccién de acoplamiento quimico es efectiva, lo cual infiere que (iii) también
es efectiva la incorporacién del poliGMA sobre la superficie del material base. De las
micrografias SEM., se observa la distribuciéon homogénea del Cu?*, tanto a nivel del drea
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polimero base
—_——— liGMA
71 \ po
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Figura 4.6 — Espectro ATR-IR sobre membranas modificadas con GMA. Se denota los cambios
introducidos sobre la superficie del polimero base.

Absorbancia (-)

1900 1800 1700 1600 1500
Numero de onda (cm)

Figura 4.7 — Caracterizacién espectroscépica de la superficie mediante la téenica de ATR FT-IR.
(A) Membrana de PSf, (B) con injerto de GMA, (C) con co-injerto de GMA y DMAA. Del andlisis
de los primeros micrones de la superficie se observan los principales cambios introducidos sobre
la superficie del polémero base: sefial a 1640 cm™ correspondiente al C=N de DMAA, vy senal a
1720 em™' correspondiente al C=0 de GMA. También se observa la disminucion de sefiales del
polimero base (por ejemplo a 1670 cm™).
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Figura 4.8 — Espectros IR de las modificaciones incorporadas al polimero base de PSf en funcién
de la relaciéon de monémeros final. Ampliacion en la zona del espectro donde los cambios sobre la
superficie son evidentes (entre N° de onda 1800 cm™ a 1550 cm‘l).

superficial como en el corte de drea seccional (Figura 4.10), por lo tanto, con estos resultados
se demuestra una incorporaciéon homogénea del copolimero sobre el material base durante
el proceso de injerto.

Cuantificacién de copolimero injertado

Los materiales porosos poseen una gran relacién superficie/volumen lo cual permite
que ¢l grosor promedio de las capas de polimero injertado pudiese ser muy fino aun para
una extensién importante de grado de injerto. Considerando que es homogéneo como se
demostré previamente, el grosor promedio de la capa de polimero injertado puede ser
estimado teniendo en cuenta (i) la densidad del polimero de poliacrilato como 1,25 g/ml; (ii)
el drea superficial interna del polimero base en el orden de 15 m?/g seglin determinaciones
por la técnica de BET; y (iii) el grado de injerto en el orden del 10 al 60 %. Asumiendo una
distribucién de injerto homogénea, el grosor de la capa injertada, en el estado deshidratado,
es en el orden de los submicrones (0,005 - 0,03 pm). Dado que el tamano promedio del
poro es de 0,65 um, este espesor representa del 1 al 5% de diferencia en el tamano del
poro. Como esta diferencia no es apreciable por micrografias electrénicas, no se observaron
diferencias en la estructura de poro entre materiales modificados y originales (datos no
mostrados).

Los materiales modificados con IDA v la quelacién de iones de niquel resulta en un tipico
coloro verde claro. La distribucién del color sobre la superficie puede ser inspeccionada
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Figura 4.9 — Caracterizacién por Espectro de Emisién de Rayos X.

Figura 4.10 — Fotos SEM y Cu?*-EDAX de corte transversal del material modificado con
Cu®*-IDA. Factor de magnificacion 400z y 90z, respectivamente de izquierda a derecha.
Visualizacidn de la distribucidn homogénea del Cu®*.
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Capacidad Cu(II)

Capacidad Ni(II)

Denominacién GI% (umol Cu(IT)/ml membrana) (pmol Ni(II)/ml membrana)
G-A 11,8 137 73
G-B 28,9 336 254
G-C 42,3 501 295
G-D 58,3 590 429

Tabla 4.5 — Determinacién de la capacidad de unién a metales de las fibras de PSf modificadas
con GMA.
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Figura 4.11 — Curvas de cuantificacién de metal (II) en funcién del grado de injerto. Siendo:
Y(cu) = 9,9694z + 38,9634 (R2: 0,9788); e y(yiz+y = 7,3174a +4,3918 (R?: 0,9666).

directamente a simple vista. Ademas, los iones niquel pueden ser facilmente removidos y
cuantificados (Figura 4.11).

Segun datos de bibliografia se puede considerar que el rendimiento de la reaccién de
GMA con IDA en estas condiciones es del 80% [9]. Sin embargo, si correlacionamos los
pumoles de GMA injertados (a partir del GI%) con los umoles de Ni adsorbidos (a partir
de la determinacién de capacidad) este tltimo es un 20 % mayor respecto del primero. Esta
relacion se mantiene constante para el rango de injertos estudiados como se muestra en la
Figura 4.12, por lo que se concluye que una proporciéon importante de los grupos IDA no
son capaces de quelar iones posiblemente por ser inaccesibles al solvente.
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Figura 4.12 — Proporcién molar de Ni(II) en funcién del GMA incorporado

4.4. Conclusion

En la caracterizacion de la reaccion de polimerizacion por injerto en membranas macro-
porosas de PSf, el grado de injerto fue estandarizado en 20 %. siendo el porcentaje éptimo
de acuerdo a trabajos previos [9], y los espectros IR-ATR no sélo muestran en la superficie
del polimero los cambios introducidos sino también la presencia de las especies propuestas.
A través de una curva de calibracién obtenida de los espectros IR de mezclas conocidas de
mondmeros se pudo determinar la relacién molar final en el copolimero injertado.

Se obtuvieron materiales con una capacidad de adsorcién de entre 140 y 590 pmol
Cu?*/ml de matriz. La capacidad de adsorcién de iones metales de la matriz comercial
Chelatin Sepharose Fast Flow®) (GE HealthCare, 2007) es de 23 pumol Cu?*/ml de matriz.
Las matrices desarrolladas en este capitulo superan a esta capacidad de 6 a 26 veces.

A diferencia de las membranas modificadas en el capitulo II, por la técnica de preirra-
diacion en vacio, y del PE poroso del capitulo III, por la técnica de preirradiacién en
aire, estas membranas no presentaron ninguna modificacion macroscépica de volumen ni
tampoco algin efecto de hinchamiento en presencia de solvente.

Esta técnica fue elegida para continuar este trabajo dadas las caracteristicas de modi-
ficacion superficial alcanzadas.
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Capitulo 5

Método de injerto en simultaneo
sobre polimeros bombardeados
con iones pesados acelerados

5.1. Introduccion

Los comienzos del desarrollo de las trazas por la tecnologia de bombardeo de iones
pesados acelerados se establecen a fines de los anos ’50. Es entonces cuando D.A. Young
descubre las primeras trazas nucleares en un cristal de LiF [1]. Estas zonas danadas consti-
tuyen sitios quimicamente més activos que las zonas que rodean a estas dreas [2]. A partir
de entonces, surgieron preguntas tales como: ;qué tipo de dano produce una particula pe-
sada de alta energia sobre diferentes tipos de materiales?, jcudl es el mecanismo de este
dano?, ;jcémo es la energia que pierde la particula al interactuar con los electrones y nticleos
del material bombardeado?, ;cuales son las posibles aplicaciones y desarrollos? Con ellas
se generd un gran crecimiento en este campo de la ciencia junto con el desarrollo de nuevas
tecnologfas con aplicaciones en diferentes campos [1, 3, 4, 5]. Aunque muchos materiales
forman trazas a través de este proceso, el mismo ha tenido un amplio desarrollo comercial
en el campo de los plasticos.

A partir de los anos '80, el uso de aceleradores de iones pesados, tuvo un fuerte impacto
sobre este campo. La fuente de particulas de alta energia utilizada en la producciéon de las
trazas es la principal diferencia entre las membranas de poros perfectos y las tradicionales
6].

Una de las principales ventajas del uso de estas nuevas técnicas es que no queda ra-
dioactividad residual en el material; también es posible variar la transferencia de energia
lineal (LET) de las particulas formadoras de trazas, asi como la distribucién del dangulo del
poro y las longitudes del mismo.

La creacion de membranas micro y nanoporosas con geometria altamente uniforme
(también llamadas de poro perfecto o membranas nucleares) es uno de los desarrollos més
interesantes obtenidos en el procesamiento de polimeros por radiaciones. Estos materiales
pueden ser obtenidos a partir de laminas delgadas de polimeros que al ser irradiadas con
iones pesados acelerados, como 1°7Au*, 238U+, 208pPh+ 209Bj+ 84K+ § 129Xe*, crean trazas
latentes sobre el material (Figura 5.1, A). Se denomina traza latente a las modificaciones
que se producen sobre el material y que persisten en una regiéon de dano “congelado”
alrededor de la trayectoria del ién. Posteriormente son “grabadas” por un agente quimico
(Figura 5.1, B). Esto permite preparar canales paralelos, conicos o cilindricos, de didmetro
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Figura 5.1 — Esquema del proceso de formacién de los poros perfectos en una pelicula de
material polimérico: A) Bombardeo con iones pesados acelerados, formacién de la traza latente;
B) Marcado quimico para formar el poro.

muy uniforme en el rango de unos nm a pum. El tamano del poro en este tipo de material
puede ser controlado por eleccién del tratamiento de irradiacién y por las condiciones del
procesamiento quimico. Los materiales mas utilizados son las laminas de policarbonato
(PC) y de polietilentereftalato (PET) [7, 8], aunque también pueden ser utilizados otros
polimeros como el fluoruro de polivinilideno (S-PVDF) [9]. Tanto el PET como el PC
poseen baja reactividad bioldgica, termoestabilidad y resistencia a ataques quimicos. El
espesor tipico del material es de 10 a 20 um.

Las membranas producidas por la técnica de trazas ofrecen ventajas distintivas sobre
las membranas convencionales debido a su estructura precisa. El tamano de poro, la for-
ma y la densidad pueden ser controladas, por lo cual pueden ser producidas membranas
con caracteristicas particulares de transporte y retencién. A estas propiedades se suma la
transparencia éptica. Por lo general, cuando el tamano de poro es mayor que 5 pum son
transparentes. En aplicaciones en las que se requiere exclusion de la luz, el dngulo de poro
puede ser controlado para garantizar que la luz directa no pueda transmitirse a través de
la membrana.

El uso de las membranas con poros perfectos ha comenzado a expandirse hacia la
industria del diagnéstico in wvitro, ya que se mejora la especificidad de los ensayos (por
ejemplo, en captura de células, captura de particulas y aglutinacién en latex, en ensayos
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de inmunofiltracién de particulas, en pruebas de deformidad eritrocitaria) y extendiendo
su uso también como biosensores (ya que los poros pueden ser llenados, por ejemplo con el
antigeno o las enzimas deseadas). Normalmente son utilizadas en el drea de filtracién con-
trolada, por ejemplo en la filtracion de muestras para HPLC, filtrado de aire contaminado
v la estabilizacién de las bebidas [10]. Como consecuencia de las propiedades singulares
encontradas en este tipo de membranas, su uso también se deriva a la posibilidad de estu-
diar actividades celulares en sistemas biolégicos, como fendémenos de transporte, absorcion
y secrecion. Pueden servir como modelo para investigar el transporte de liquidos. gases,
particulas, solutos, electrolitos a través de los nano-canales. También pueden ser utilizados
como molde para la sintesis de micro y nano materiales como alambres o tubos metélicos
para pequenos dispositivos electrénicos o sensores [11].

5.1.1. Implantacion y traza latente por bombardeo con iones pe-
sados

El proceso de implantacién de iones consiste en bombardear la superficie de un material
con iones acelerados a energias adecuadas para que penetren hasta una cierta profundidad
preestablecida. En estas condiciones se logran diversos efectos, tales como introducir danos
en la red cristalina del material; modificar la estructura de la superficie y de las primeras
capas atémicas; producir microaleaciones en capas muy delgadas; depositar determinadas
substancias en posiciones intersticiales dentro de los cristales; modificar las propiedades su-
perficiales suministrando dureza y resistencia a la corrosién; producir zonas aislantes en el
interior de materiales conductores o semiconductores; inducir transformaciones de fase en
materiales metélicos; producir polimerizacién de monémeros. Las propiedades modificadas,
quimicas y fisicas, de la regién danada pueden tener entonces aplicaciones nanotecnoldgi-
cas, como la implantacién de trazas, nanolitografia y el marcado de trazas para formar
nanocanales.

Aunque el efecto de traza latente es relativamente bien conocido, y la técnica es bastante
sencilla y directa, no hay una unica teoria que explica su formacién. Los procesos fisicos
basicos, después de que la primera particula cargada pierde su energia, son la ionizacion
y la excitacion de las moléculas del material. Esta primera fase, en la que la energia de
los iones pesados acelerados es depositada en la materia y se distribuye radialmente a
la trayectoria del ién, sucede en un tiempo muy corto (10715 a 10-17 segundos). En ella,
los electrones libres creados en estas interacciones primarias dan lugar a una serie de
ionizaciones y excitaciones a medida que se produce el frenado, creando més electrones
libres. La transferencia de energia lineal se debe principalmente a la presencia de clectrones
secundarios emitidos por el proceso de ionizacion en la transicién de la particula incidente
cargada. Entonces, un gran numero de electrones libres y moléculas danadas se generan
en los alrededores del camino seguido por las particulas. Las trazas de estos electrones
pueden salir de la traza principal (halo periférico) o quedarse dentro del corazén segin
se esquematiza en la Figura 5.2. Una zona de dano se conoce como todo tipo de cambio
fisico v quimico inducido por el ién incidente. En una segunda fase fisicoquimica se crean,
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Figura 5.2 — Esquemas de corte longitudinal de la deposicién inicial de energia en el material y
estructura radial propuestos para una traza latente en un polimero, con una zona central y una
zona periférica o halo (adaptados de: Kopniczky [11] y Betz [12]).

por interacciones entre las moléculas danadas, nuevas especies quimicas. Al producirse la
excitacion del ién primario sobre la superficie de impacto, también se produce en ella la
eyeccién de particulas tales como protones, electrones, dtomos, fragmentos moleculares y/o
moléculas. La densidad de energia decae radialmente desde el centro en aproximadamente
1/r? [11].

Para generar la traza y no el implante, la transferencia de energia del ién acelerado a la
materia debe ser mayor. Como se detallard més adelante, las distintas interacciones para el
frenado, en funcién de la energia, pueden ser nucleares o electrostaticas. Para generar mayor
dafio (equivalente a mayor energia transferida) es necesario entonces trabajar con iones de
E correspondientes a la zona llamada “pico de Bragg”. La masa del ién acelerado también
es un factor a considerar, ya que a mayor masa se necesita bombardear con mayor energia
para mantener las condiciones de interacciéon con la materia. En cuanto al material blanco,
tanto la densidad como el espesor requieren ser lo mas pequenos posibles para mantener
una traza homogénea. Las trazas son rectilineas, paralelas entre ellas y su orientacién en
relaciéon a la superficie de la muestra es modulable. Tanto la anisotropia de deposiciéon de
la energia a escala submicrémica como el gran suministro de dosis local (en el corazén de
la traza) son propiedades tnicas de la irradiacién con iones pesados acelerados [13].

5.1.2. Interaccion de los iones pesados acelerados con la materia

El poder de frenado y la pérdida de energia son dos fendémenos que estdan estrechamente
vinculados cuando un ién pesado acelerado interactua con la materia. El poder de frenado
(S) es definido como la pérdida de energia por unidad de camino recorrido, siendo expresado
como S = -dE/dx. Es un valor promedio que tiene sentido sélo en el caso de particulas
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Figura 5.3 — Evolucién del poder de frenado en funcién de la energia del i6n incidente.

cargadas. Depende de la naturaleza y energia cinética de la particula incidente asi como
del medio que atraviesa. Una particula cargada, en movimiento dentro de un sélido, disipa
su energia de acuerdo a la interaccion con los atomos del material blanco, pudiendo ser
una colisién eldstica o ineldstica. En la mayoria de los casos el poder de frenado y el LET
son considerados iguales.

Si se representa la evolucién del poder de frenado en funcién de la energia del i6n
incidente pueden distinguirse dos zonas relativas a los dos tipos de poder de frenado (Fi-
gura 5.3). Una zona representa a la detencién de tipo nuclear, de baja energia, con un
méximo localizado a aproximadamente a 0,1 MeV/uma, y la otra zona representa a la
detencién de tipo electrénica, de alta energia con un méximo localizado a pocas MeV /uma
comunmente denominado “pico de Bragg”. En esta ultima zona pueden distinguirse tres
campos: el (1) que se corresponde con los iones relativistas; el campo (2) localizado previo
al pico de Bragg, donde el poder de frenado del i6n varfa aproximadamente en 1/E (teorfa
de Bethe) y donde el ién posee una velocidad mayor de detencién que todos los electrones
de un atomo; el poder de frenado aumenta hasta el pico de Bragg, donde el i6n posee una
velocidad comparable a aquella de los electrones de la capa K; a una baja velocidad, el

poder de frenado disminuye (campo 3) tendiendo a cero aproximadamente como la raiz
cuadrada de E (teorfa de Lindhard-Sharff-Schiott).

Como caracteristicas de la pérdida de energia electrénica se puede suponer que el modo
de perder energia de los iones pesados acelerados depende més que nada de la velocidad
de los iones sobre el material blanco, que de su energia (ya que no participa la masa de
los iones). Debido a la baja masa de los electrones de los dtomos del material objetivo, la
pérdida de energia por colisién todavia es baja ante la energia del i6n que, por lo tanto,
experimenta un frenado gradual y continuo durante su camino en el material.
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El momento de transferencia de los iones a los electrones es bajo, por lo tanto, los
iones practicamente no son desviados. La pérdida de energia electrénica es de naturaleza
estadistica.

En cuanto a la distribucién espacial de la energia, los iones pesados acelerados pierden
su energia como resultado de ionizaciones y colisiones inelasticas. Los electrones expulsados
van a depositar la energia en un volumen determinado a lo largo del trayecto del i6on en
el material. Esto es a lo que se llama deposiciéon radial de la energia y genera una
geometria anisotrépica de dafio. La energia de los iones es depositada localmente (a lo
largo de su trayectoria), con una simetria cilindrica. La dependencia de la energia de iones
en funcién de la trayectoria recorrida puede ser presentada por calculos de gran complejidad
que aqui no serdn desarrollados [14].

5.1.3. Grabado quimico

Si un material que contiene trazas latentes se ve expuesto a soluciones quimicamente
agresivas, como soluciones acuosas alcalinas, entonces las reacciones quimicas serfan mas
intensas a lo largo de las trazas que sobre el material sin danos. Sin embargo, no se sabe
que especies quimicas se forman después del paso de particulas a través del material, y la
naturaleza del dano aun no es del todo conocida, por lo que diferentes teorias han sido
desarrolladas con el fin de entender estos procesos [13]. Las soluciones acuosas de NaOH o
KOH son las més utilizadas en este aspecto. El efecto general es que la soluciéon quimica
disuelve bajo condiciones adecuadas a la superficie del material, con una mayor velocidad
en la region danada. Este proceso es llamado “marcado” o “grabado” y transforma a la
traza latente inicial en una traza mayor, pudiéndose crear canales muy uniformes de tamano
visible a lo largo de la traza.

Un estudio completo sobre los materiales que muestran el efecto traza fue presentado
por Fleischer y colaboradores [15].

El proceso de grabado y formacién de trazas se ha estudiado con mayor detalle sobre
PVDF [9], donde se observa una dependencia quimica segin el material polimérico. La
condicién para la formacién de traza latente estable es comunmente expresada como un
valor limite de la resistencia del material. Sin embargo, no hay un 1nico valor de la resis-
tencia por encima del cual el efecto de traza siempre aparece. De esta manera, no puede
servir como unico criterio para la formacion de trazas.

En general, el hecho de que la formacién de una traza marcada no tiene lugar inme-
diatamente, sino sélo después de algun tiempo de exposicién a las soluciones de marcado,
indicaria que una serie de procesos no visibles ocurren previamente a la disolucién de las
zonas danadas por el i6n en el polimero. Fink y colaboradores proponen que el inicio de
esta disolucién requiere de por lo menos dos etapas, relacionadas con los procesos de trans-
porte: (1) la penetracién de la solucién en la zona de la traza latente, y (2) la posterior
fase de transicién vitrea-gomosa del polimero que transforma a los polimeros insolubles en
forma soluble [16]. Estos procesos son altamente complejos y atn son objeto de estudio.

Para permitir que cualquier liquido penetre en un polimero, ya sea por difusién o nano-
capilaridad, se requiere de un volumen intrinseco. En presencia de la traza latente, el liquido
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puede introducirse por la traza misma o por los alrededores, en las zonas no irradiadas.
Esto depende de la microestructura especifica que brinda la traza. La penetraciéon de un
liquido en un polimero esta siempre asociada con las interacciones de tipo Van der Waals
que ocurren entre las moléculas del solvente y las cadenas de polimero, que dependen del
grado de hidrofilicidad o hidrofobicidad del material. Como resultado de este proceso de
hidratacion, el polimero se “hincha”, siendo el dano por radiacién mas pronunciado para
el polimero.

Las modificaciones se atribuyen a los cambios estructurales producidos por las dosis
de energia depositadas. Dos procesos competitivos se tienen en cuenta en estos cambios
estructurales. Estos son, el entrecruzamiento de la molécula de polimero, que reduce la
velocidad de disolucién, y la escisiéon o ruptura de cadena, que aumenta las velocidades
de grabado. El efecto de diferentes dosis de energia en varios polimeros tipicos [17], en las
caracteristicas del grabado y la topografia superficial de los polimeros [18], ha sido estudia-
do por técnicas nucleares para continuar descifrando los mecanismos, y poder desarrollar
modelos mateméticos y probabilisticos [19, 20].

5.1.4. Modificacion de membranas de poros perfectos

Las membranas de poros perfectos, obtenidas a partir del bombardeo con iones ace-
lerados, pueden ser ademas modificadas por copolimerizacién por injerto radio-inducido.
El injerto de mondémeros hidrofilicos proporciona altas cantidades de grupos funcionales,
accesibles para sorcién o acoplamiento, e incluso un recubrimiento superficial méas efectivo
de la matriz. Esto resulta en membranas conteniendo poros modificados con propiedades
superficiales y con selectividad mejoradas, donde al mismo tiempo se preserva la estructura
macroporosa.

La preparacion de estas membranas involucra la exposicién de laminas de polimero
a iones pesados acelerados por un acelerador de particulas, seguido del marcado quimico
para asi producir poros a través de la membrana. Las membranas entonces pueden ser
copolimerizadas por tratamiento directo (sin grabado) con mondémeros [21] o ser grabadas
v posteriormente irradiadas con rayos gamma [22, 23]. Una tercera posibilidad es realizar
un grabado suave y posterior injerto sobre la traza [24, 25].

La utilizacién de estos métodos permite dentro de un amplio limite, la eleccién del
diametro de poro, forma y porosidad de las membranas, ademds de la creacién de sitios
activos que pueden iniciar el injerto con monémeros que impartan al material diferentes
caracteristicas. Pudiendo entonces, clasificarlas en funciéon de la propiedad del tipo de
injerto como intercambiador de iones, quelantes o neutras. Por otra parte, la obtencion
de membranas con poros modificados podria aportar nuevas soluciones a los problemas
asociados a microfiltros convencionales [26].

El grupo de trabajo de Betz logré injertar estireno sobre PVDF, por preirradiacion
inducida con iones pesados acelerados [21]. Tanto el rendimiento como la velocidad de
injerto variaron segun el tipo de i6n utilizado. Shirkova y colaboradores, muestran en su
trabajo la posibilidad de polimerizacién por injerto local en una traza latente en laminas
de perfluoropolimero [27]. La reaccién de polimerizacién por injerto de dcido metacrilico
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(MAA) se realizé en ausencia de oxigeno posteriormente a la irradiacién con iones pesados
(Kr, 430 MeV, en rango de fluencias de 108-10'? iones/cm?) en dos perfluoro polimeros
comerciales. Otro grupo de trabajo de Argentina, logré obtener membranas de PVDF
con caracteristicas hidrofilicas por injerto de N-isopropilacrilamida (NIPAAm) utilizando
radiacién gamma sobre laminas de este material. Las laminas habian sido previamente
bombardeadas con iones pesados con posterior marcado quimico [22].

El objetivo de este capitulo es realizar la modificacién por injerto y la derivatizacién
quimica sobre los nanoporos v su caracterizacién mediante diferentes técnicas.

5.2. Materiales y Métodos

Muestras a ensayar

Laminas de HDPE de dimensiones 5 cm ancho x 12 cm de largo y 50 pum de espesor.
Cedidas gentilmente por el Dr. Makuuchi K. del TRCRE- JAERI, Takasaki, Japon.

Dos ldminas de PET (Hostaphan@®)) de 5 cuadrados de 4 x 4 cm. Una bombardeada
con iones Kr (Hostaphan RE10, espesor 10 um) y la otra con Xe (Hostaphanl2, Lavsan,
espesor 12 um) con la misma fluencia de particulas de 3.10° iones/cm? (210 MeV, 450
MeV, incidencia 90°). La irradiacién se llevé a cabo en GANIL (Francia) a menos que se
especifique lo contrario. Una tercer ldmina de PET irradiada con una fluencia de 3.1010
iones/cm?. Para el estudio por SANS el tamano de muestreo es de 20 mm x 20 mm.

5.2.1. Procedimiento
Grabado quimico

1. Lavado de los polimeros base (PET) con agua destilada
2. Incubacién en 0,25 N NaOH, 80 °C, 45 minutos (AT® + 2 °C).
3. Lavados con agua bidestilada a temperatura ambiente.

4. Enjuague con metanol para secar y pesar.

Injerto

1. Determinacién gravimétrica en balanza analitica

2. En tubos de vidrio con tapa a rosca, con una mezcla MeOH:H,O (1:1) degascada
con Ny, 30 min. Adicién del monémero GMA. Dosis 5 - 6 kGy. Fuente: Gamma Cell.
(CNEA-EZEIZA). Dosimetro Amber.

3. Lavados con metanol y agua destilada. Secado v determinacién gravimétrica en ba-
lanza analitica.
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4. Concentraciones de GMA utilizadas en HDPE: 0,1%; 0,3%; 0,6% v/v. En PET:
0,1% vy 2% v/v.

Acoplamiento de IDA

1. Lavado de las membranas con metanol y luego con agua destilada.
2. Secado por enjuague con metanol a temperatura ambiente.

3. Incubacién en solucién de IDA (IDA 0,5 M en buffer fosfatos 100 mM, pH 10), 4 hs
a 80 °C.

4. Lavados con agua destilada.

5. Inactivacién de los grupos epéxido remanentes.

Inactivacién de los grupos epéxido remanentes (hidrdlisis dcida)

1. Incubacién en HySO4 0,5 M, 50 °C, 35 minutos.
2. Lavados con agua destilada.
3. Secado a temperatura ambiente.

4. Pesada a décima de miligramo.

Preparacién del complejo IDA-Ni%* /Cu?*
1. Incubacién con NiCly 5% p/v (o CuSO4 5% p/v)

2. Lavados con agua destilada.

3. Deteccién y cuantificacién del metal por re-extraccién con soluciéon de EDTA

5.2.2. Determinacién del% GI por peso
Segtin seccién 1.4.1, del Capitulo 1.

5.2.3. Caracterizacion fisica de la muestra: microscopia electroni-
cay SANS

Las microscopias electrénicas de estos materiales son llevadas a cabo en el Centro de
Microscopias Avanzadas, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales-UBA (Buenos Aires,
Argentina). Se usé el microscopio electrénico de barrido Zeiss DSM 982 GEMINI.

Las distancias o didmetros de poros son medidos sobre las microfotografias electrénicas
por medio del programa de procesamiento de imagenes Suri-Pluma de distribucién gratuita
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(http://www.suremptec.com/), en las micrograffas con aumentos 100.000x o 200.000x.
Estas determinaciones son promediadas sobre méas de 50 mediciones, expresandose como
promedio + el desvio estdndar (SD).

La técnica de dispersién de neutrones a pequenos angulos (SANS) se realiza con el
espectrometro PAXE, para SANS, en el Laboratorio Leon Brillouin (LBB, Francia). El
tamano del arreglo del detector es de 64x64 con celdas de 1x1 ecm?, el multidetector de
PAXE se llena con gas BF3. La distancia de la muestra al detector es fijada en 5 m.

5.2.4. ATR-IR

Al igual que en capitulos previos, se utilizé un espectrometro IMPACT 410, Nicolet,
Sistema FT-IR (Pike Technologies, Inc.) con el dispositivo de ATR de dngulo vertical
variable (cristal KRS-5 (Thallium Bromide-lodide)). También se utilizé la variante de
reflexién unica (cristal de diamante Golden Gate) sobre una superficie de muestreo de
1 mm?.

5.3. Resultados y Discusion

Léaminas de PET bombardeadas con iones pesados acelerados (Kr y Xe), fueron someti-
das al tratamiento de marcado quimico para obtener los nanoporos, y posteriormente se les
incorporé GMA mediante la técnica de irradiacién en simultdneo con rayos v (Figura 5.4).
Se analizan los materiales por SANS y SEM. Por ultimo, para cuantificar indirectamente
la incorporacién del GMA, se realiza una reaccién de acoplamiento de IDA y se compleja
con iones metdlicos (Ni2* 6 Cu?*).

5.3.1. Determinacién del GI% por peso en HDPE

Dado que el didmetro de los poros se encuentra en la escala nanométrica (entre los 50
y 60 nm), la posibilidad de bloquear completamente el poro es muy alta (Figura 5.4, Caso
IT), por lo que es necesario entonces optimizar el espesor de injerto tal que los poros de
PET no se vean obstruidos por el agregado del nuevo material. Con este fin, se trabaja
primero sobre un material no poroso (HDPE) y, a partir del % GI obtenido con diferentes
cantidades de mondémero, se calcula el espesor del injerto y se establece la mejor condicion
para PET.

Tomando en cuenta las consideraciones detalladas a continuacién (item 5.3.2) sobre el
céalculo del espesor de poliGMA injertado superficialmente y considerando las areas de la
Tabla 5.1, se determiné que el espesor promedio de poliGMA es de 560 nm por cada un
volumen % de GMA agregado al medio de polimerizacién. De este experimento se determina
que la concentracién de GMA tiene que ser de 0,1 % v/v para un didmetro de poro promedio
de 56 nm (didmetro esperado -ver més adelante - segin Figura 5.5).
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(A) Irradiacion con iones
pesados acelerados

.

(B) Proceso de marcado

quimico

.

(C) Polimerizacion por injerto
* Directa
* Irradiacion con R-y

Injerto

Material

Caso 1: Poros Modificados

.

(D) Derivatizacion quimica

Caso II: Poros bloqueados

Figura 5.4 — Esquema de trabajo propuesto a desarrollar

D L Area % GMA Py Py % GMA
enominacién L )
(cm?) inicial (mg) (mg) experimental

0 108 0 2428 243,0 0,08

1 120 9 2746 280,3 2,07

2 120 9 254 2697 1,62

3 120 2 270,0 275,5 2,04

4 120 4 26,6 2744 2,93

5 120 4 276,3 2846 3.00

6 120 4 2705 278.,6 2,99

Tabla 5.1 — % GI obtenidos para HDPE
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5.3.2. Calculo de la superficie cubierta por el injerto

1. GI tedrico esperado

En base a las determinaciones del radio de los materiales injertados, la masa injer-
tada se calcula a partir de la relacién entre el volumen de injerto (considerando que
se forma una pelicula uniforme tal que el volumen = espesor del injerto * el 4rea cu-
bierta) y la densidad del poliGMA (6=1,24 g/cm3). Se contempla un valor promedio
en peso para una lamina de PET de las dimensiones trabajadas en 31 mg.

2. Area total a cubrir por el injerto

Area total a cubrir por el injerto = Y drea superficial prisma cuadrangular base -
2 ¥ areas circulares de impacto de las trazas + ). area superficial cilindrica de los
canales

3. Area superficial

Siendo un prisma cuadrangular base, el drea es la suma de las areas de sus lados. Las
dimensiones correspondientes al ancho, largo y espesor son 2 cm, 4 cm y 1,2.1072 ¢cm
respectivamente. Se obtiene un drea de 16,03 cm?.

4. Areas circulares de impacto de las trazas

Se considera como 7r? *ntimero de poros, siendo el nimero de poros igual a la fluencia
(niimero de iones por unidad de drea) multiplicado por el drea total expuesta.

5. Area superficial cilindrica de los canales

Se considera 27r * h * fluencia * area total expuesta. Siendo r el radio obtenido luego
del tratamiento quimico; h es el espesor de la lamina.

5.3.3. Injerto de GMA en membranas de poros perfectos de PET

Utilizando concentraciones de GMA de un orden de magnitud menor que las utili-
zadas para otros materiales en capitulos previos se realizaron experimentos de injerto en
simultaneo como se observa en la Figura 5.5. Aunque se utilicen concentraciones muy bajas
de mondmero se sigue obteniendo una correlaciéon entre la concentracién de monémero ini-
cial y el grado de injerto. En la determinacién del GI% por gravimetria se obtuvieron GI %
del orden entre 1 y 6 para concentraciones de monémero en solucién entre 0,1-0,6 %v/v
para cl PET bombardeado con Kr. Fn el caso del PET bombardecado con Xe los grados de
injerto resultaron por debajo del 1% en todos los casos.

Se continué trabajando con las muestras de PET bombardeado con Kr y con menor GI

(al 1%).
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., % GMA Py (mg P;; (mg P;p (mg
Denominacion (v/v) (gra,bado( qul’I)nico) (p(fst iISjert(Z) (posft der(ivati)z.) GI%
Kr/G1 0,1 31,2 31,6 33,0 1,3
Kr/G2 0,3 32,5 33,3 33,9 2,5
Kr/G3 0,6 31,1 32,9 32,3 5,8
Xe/G4 0,1 39,3 39,7 41,4 1,0
Xe/Gb 0,3 38,4 38,4 41,2 0
Xe/G6 0,6 61,3 61,9 62,7 1,0

Tabla 5.2 — Resultados determinacién del % GI. Observacion: Para el % GI no se considera el
valor de peso post derivatizacion quimica.

:]
® PET(KD
O PET(Xe)
....... Tendencia PET(Kr)
6 4 *
S
o
4 4
N
2 - 2
& @
0 i r O T .
0.0 0,2 04 0|6 08

% GMA inicial (%viv)

Figura 5.5 — % GI obtenido por gravimetria en las membranas PET sometidas a bombardeo
de iones pesados en funcién del % GMA inicial en solucién.
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Figura 5.6 — Micrografias electrénicas (65000 x) de una muestra de PET Hostaphan (fluencia
3.10% iones Kr/cm?) con marcado quimico de 30 y de 45 minutos, respectivamente.

Estudio por Microscopia electrénica

Las microscopias electronicas brindan imagenes directas de los canales, ya sea sobre
la superficie de la lamina o sobre secciones transversales si se utiliza la criofractura en la
preparaciéon de la muestra. Sin embargo, unos pocos canales pueden ser observados en cada
imagen. A continuacién, se exponen como ejemplos dos micrografias electrénicas (65000
x) de una muestra de PET Hostaphan(®) irradiada con una fluencia de 3.10? iones Kr/cm?
(a=0°) con marcado quimico de 30 y de 45 minutos (Figura 5.6). Estas micrografias se
llevaron a cabo en el Laboratorio Leon Brillouin (LLB) - CEA Saclay, (Francia) - y fueron
realizadas y gentilmente cedidas por N. Betz y colaboradores.

En cada imagen, se observan sélo unos pocos poros y que a mayor tiempo de marcado
quimico, el didmetro de los poros es mayor. Los puntos negros grandes corresponden a los
canales, v las mds pequenas pueden ser efectos debidos a la rugosidad de la superficie del
polimero o al proceso de metalizacion.

Utilizando un SEM de emision de campo se logré magnificar hasta 200.000x. De es-
ta manera se puede visualizar una imagen directa de los canales del orden nanométrico
realizada sobre la superficie de una lamina de PET.

La primera serie de micrografias (Figura 5.7) corresponde a la ldmina de PET control
(bombardeada con iones pesados con una fluencia de 3.10° iones/cm?, sin grabado quimi-
co); en ella se puede observar una superficie lisa. Las resquebraduras observadas sobre el
material, con mayor incidencia en los aumentos correspondientes a 100.000x y a 200.000x
se deben al recubrimiento de oro.

En la segunda serie de micrografias, que corresponde a PET sometido al marcado
quimico (PET-R1), se observan claramente en las magnificaciones de 30.000x y 50.000x, la
presencia de poros regulares con distribucion aleatoria. Con mayor detalle, se visualizan en
la micrografia correspondiente a 100.000x, los agujeros superpuestos debido al impacto de
varios iones en un mismo lugar o en lugares muy préximos (Figura 5.8). El didmetro de poro
promedio determinado segin se describe en la seccion 5.2.3 a partir de la magnificacion de
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200.000x es 64 + 7,6 nm (Figura 5.13).

En la tercera serie, correspondiente al injerto de 0,1% v/v de GMA en simultdneo
por radioinduccién (PET-R2) también se observa la presencia de poros regulares, con
distribucién aleatoria similar a los obtenidos en la Figura 5.8, siendo los poros de menor
tamano (Figura 5.9). El didmetro de poro determinado es de 54 + 5,9 nm (Figura 5.13).

La cuarta serie de micrografias corresponde a la derivatizacién quimica con IDA de las
laminas modificadas con GMA (PET-R3). Se observa que no se afecta significativamente
al tamano de poro (Figura 5.10 y Figura 5.12). El didmetro de poro estimado es de 52 +
5,7 nm (Figura 5.13).

Para corroborar que una cantidad mayor de monémero en la mezcla de reacciéon podria
ocluir completamente los poros (Figura 5.4, Caso IT) se realiza un injerto con 2% v/v de
GMA inicial (20 veces mayor cantidad de monémero inicial). En la serie de micrografias
correspondientes a esta muestra (PET R4) no se logré observar la presencia de nanoporos
(Figura 5.11) aunque el PET previo al injerto si los tenia (Figura 5.8).

El mismo esquema de trabajo se repite para PET bombardeado con una fluencia de
3.101% jones/cm? (Figura 5.14).

El tamano de poro disminuye después de la incorporacion de GMA sobre el PET mar-
cado. No presenta variaciones significativas en cuanto a incorporacién por modificacién
quimica de IDA sobre el GMA (Figura 5.12 y Figura 5.13). Los promedios fucron obtenidos
sobre P cantidad de poros (para medir cada poro se hicieron 8 determinaciones indepen-
dientes) y son descriptos en la Figura 5.13. Siendo para PET-R1: P=14; para PET-R2:
P=15; y PET-R3: P=19.

El marcado quimico realizado sobre ldminas de PET irradiadas con una fluencia de
3.10™ iones/cm?, dejé al polimero muy fragil produciéndose la ruptura de las ldminas.
Estas muestras fueron tutiles para observar la topologia interna de la traza seguida por los
iones, y los canales paralelos y rectilineos formados a partir de ella.

5.3.4. Estudio por dispersion de neutrones a pequenos angulos

(SANS)

Las técnicas de dispersion a pequetios dngulos (SAS), como son la de rayos X (SAXS) y
de neutrones (SANS), ofrecen numerosas ventajas en la investigacién de materiales porosos
[28]. Se utilizan para estudiar las propiedades estructurales de los materiales en la llamada
escala mesoscépica que cubre un rango de longitud de 10 a 1000 A (a dngulos pequenos entre
0,1° y 3% provee informacién de inhomogeneidades espaciales), y se aplica ampliamente en
la ciencia de los materiales, quimica de polimeros, biologia y magnetismo [29].

La dispersién de los neutrones (SANS o small angle neutron scattering) ofrece un exce-
lente contraste que permite obtener espectros significativos de una lamina de polimero. Esta
técnica permite obtener informacién general y comprender la estructura tridimensional de
los poros [30].

Los neutrones son difractados por los poros cilindricos, por lo que la imagen obtenida
no es una vision directa. La intensidad observada es, dentro del marco de la teoria de la
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Figura 5.7 — Micrograffas electrénicas de PET sin modificar, bombardedas con Kr (fluencia de
3.10% iones/cm?)

Figura 5.8 — Micrograffas electrénicas de PET bombardedas con Kr (fluencia de 3.10°
iones/cm?) con marcado quimico de 45 minutos (PET-R1).
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Figura 5.9 — Micrografias electrénicas de PET (bombardeado con fluencia 3.10° iones/cm?) con
marcado quimico de 45 minutos y posterior injerto radioinducido con 0,1 % v/v GMA (PET-R2).

Figura 5.10 — Micrografias electrénicas de PET-R2 con posterior modificacién quimica con
IDA (PET-R3)
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Figura 5.11 — Micrograffas clectrénicas de PET (bombardeado con fluencia 3.10% iones/cm?)
con marcado quimico de 45 minutos y posterior injerto con 2% v/v GMA (PET-R4).

Figura 5.12 — Evolucién del tamano de poro en las distintas etapas de modificacion de PET
bombardeado con Kr (fluencia 3.10% iones/cm?): (i) control; (ii) marcado quimico de 45 minutos
(PET-R1); (iii) injerto con 0,1 % v/v GMA (PET-R2); y (iv) modificacién con IDA (PET-R3).
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Diametro de poro (nm)

PET-R1 (marcado} ~ PET-RZ (0,1%GMA)} PET-R3 (0, 1% GMA/IDA)
Etapa

Figura 5.13 — Didmetros de poros obtenidos a partir de las micrografias SEM (100.000x y
200.000x), mediante el programa de procesamiento de imédgenes Suri-Pluma.

Figura 5.14 — Micrografias electrénicas de PET bombardeado con fluencia 3.10'% iones/cm?;

con marcado quimico de 45 minutos (30.000x, 50.000x y 100.000x)
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difraccién, el cuadrado de la transformada de Fourier de una funcién contraste que describe
la forma del canal. Por ello se dice que la intensidad es una funcién definida en el doble
espacio de Fourier (en el espacio doble reciproco). Tanto los rayos X como los neutrones
son adecuados para experimentos de dispersién, y aunque los rayos X poseen mejor funcion
de resolucién y un mayor espectro de vectores, los neutrones pueden ficilmente atravesar
los materiales y son més convenientes, por ejemplo, para observar el marcado in situ. La
sensibilidad de los neutrones isotépicos es particularmente 1til para estudiar el injerto de
materiales sobre los canales formados por las trazas [8].

Como los canales estan relativamente apartados entre si, se asume que la intensidad
global es la suma de las intensidades dispersadas por cada canal, sin interaccién entre
canales vecinos. Debido a que el tamano de los canales es grande (radio entre 10 y 100
nm) con respecto a la longitud de onda de los neutrones (A es aproximadamente 1 nm por
neutrén), la dispersién toma lugar a pequenos angulos y se usan difractémetros especiales
para realizar este tipo de estudios. Cuando la relacién de aspecto del canal (R/L, siendo R el
radio y L la longitud) es muy pequena, los resultados experimentales dependen crucialmente
de la orientacién de la muestra.

Para SANS, el haz de neutrones seleccionado para ser dispersado por la muestra es un
10% de AM/X; los neutrones dispersados son colectados en un multidetector localizado a
unos metros de la muestra

Cualitativamente, una imagen mas simétrica corresponde a la orientacion del canal a
lo largo del eje del haz de neutrones. Proporciona informacién sobre la estructura radial.
El hecho de que sea circular indica que no hay anisotropia inducida por el polimero inicial.

La calidad de los espectros y, en particular, la tipica forma de la dispersién radial de
Bessel muestran que los canales pueden tener la misma forma y orientacion en una deter-
minada muestra, mientras que la dispersion radial puede parecer ser mayor a la esperada
por observacion micrografica. Para mejorar la funcién de resolucién de los espectréome-
tros SANS de neutrones podria ser necesario, en algunos casos, introducir un factor de
atenuaciéon para corregir los espectros de neutrones obtenidos.

El modelo propuesto por Pépy y Kuklin, se basa en una modificacién de la funcién de
Bessel (la parte radial de la trasformada de Fourier de un cilindro), y es utilizado en el
andlisis de las muestras del presente trabajo [8]. En algunos casos, se pueden reconocer
“jorobas” en los espectros que corresponden a la oscilacion de la funcién Bessel por ello es
que los autores incluyen un factor exponencial de atenuacién para eliminar este fenémeno.
Este modelo es mejorado mediante la inclusién de la funcién de resolucién del espectrometro
v de diversas leyes de probabilidad que describen la dispersion del radio.

A continuacion se expone un ejemplo grafico de los resultados tipicos obtenidos por
SANS (Figura 5.15) y cudles son los pardmetros de importancia que surgen del analisis por
el modelo de Bessel modificado (Figura 5.16).

La intensidad, el espesor de pared, el didmetro, la distribucién radial son pardmetros
de estudio que se han tenido en cuenta en la optimizacion del modelo desarrollado. En el
grosor de pared se asume que la densidad cambia linealmente.
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Figura 5.15 — Resultados tipicos obtenidos por SANS para una muestra de PET mediante
el andlisis por el modelo de Bessel modificado [8]. A partir de las imdgenes traducidas por el
multidetector (izquierda), se obtiene la grdfica simétrica del logaritmo de la Intensidad en funcion
del vector frecuencia Qy (derecha,).
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Figura 5.16 — Ejemplo de los
ajustes para ilustrar el efecto de
los distintos elementos en el mode-
lo. Realizado sobre una lamina de
PET irradiada con iones Kr (fluen-
cia de 3.10° iones/cm?) y marcado
quimico de 45 minutos.

Los pixeles agrupados en el filtro graficamente se mues-
tran versus el vector de onda Q). Estos datos estan ajus-
tados de acuerdo con el modelo propuesto por Pépy vy a
partir de ellos se obtienen el radio medio Rg, con disper-
sion AR y grosor medio de pared w. En las imdgenes ob-
tenidas en el multidetector, la intensidad de los pixeles del
espectro de neutrones observada es proporcional al médulo
del vector de onda |A(Q)]?, que se encuentra normalizada
al nimero de pixeles. Con el fin de conseguir una buena
calidad de ajuste, es necesario incluir la dispersion para el
radio cilindrico (hasta 73%), y un factor de atenuacién w =
0,027 A2. La resolucién del espectrémetro no se encuentra
incluida.

Segun el modelo de Pépy, la transformada de Fourier
A(Q) de un cilindro recto es el producto de un término
radial (una funcién Bessel cuando la seccién del cilindro
es circular) y de un término oscilante longitudinal: A(Q)=
2%p*J1(QLR)/(QLR)*sen(QzL)/Q./L; donde J; es la fun-
ciéon de Bessel Ji; QL v Q. son los componentes radial y
longitudinal, respectivamente, del vector de onda Q (rela-
tivo a eje del canal de la muestra); L es la longitud media
de los canales, R sus radios y p es la diferencia entre la lon-
gitudes de dispersién dentro y fuera del canal. En general,
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GMA agregado Didmetro W . Radio
Muestra (% v/v) (nm) (ancho del dano) dist-g% (nm)
PET-R1 0 61,2 75 2 0
PET-R2 0,1 54,8 7.2 20 3.2
PET-R3 0.1 56,0 6.9 19 2.6

Tabla 5.3 — Resumen de los pardmetros obtenidos por SANS para PET

a mayor cantidad de oscilaciones de la funcién de Bessel, mejor definidas estan las paredes
del material. Esto significaria que en presencia de injerto, la resoluciéon en cuanto a los
parametros de la pared del canal, seria mejor.

Los datos observados en general decaen mas rapidamente que en una funcién de Bessel
simple. Esta caracteristica puede entenderse como el efecto de la variable densidad lineal
sobre la pared del canal, de espesor medio w; que es introducido a través de otra integracion.
Por ultimo, a valores grandes de ) se observa una variable extra de dispersiéon como variable
Q*; esta dispersién de Porod es el sello de una rugosidad en tres dimensiones. Este efecto
es distinto al de la variaciéon en la densidad de la pared, que es radial y de una dimension.
Mientras tanto, a bajos valores de Q es dificil distinguir sus efectos de los efectos de la
dispersién de radio, ya que ambos tienden a una oscilacion suave.

La dispersién de neutrones (al igual que la dispersién de rayos X) puede entonces,
brindar una descripcién general de grandes zonas de muestra con informacién estadistica
concerniente a parametros de la geometria del canal, que se complementa con la informacién
brindada en las microscopias electrénicas.

A continuacién se exponen algunos de los graficos obtenidos por SANS (Figura 5.17)
para PET en distintas etapas del proceso de modificacién: con marcado quimico (PET-R1);
injerto con 0,1 % v/v inicial de GMA y tratamiento de hidrélisis de los grupos epoxi (PET-
R2); e injerto con 0,1 % v/v inicial de GMA y reaccién de incorporacién de IDA (PET-R3).
El resumen de los datos experimentales obtenidos por SANS mediante el tratamiento de
datos detallado previamente se muestran en la Tabla 5.3.

A partir de las imédgenes traducidas por el multidetector (izquierda), se obtiene la grafica
simétrica del logaritmo de la Intensidad en funcién del vector frecuencia Q, (derecha). Se
muestra sélo una de las dos curvas ya que son simétricas. Se visualiza el comportamiento
tipo Bessel modificado similares a los resultados tipicos obtenidos por SANS para una
muestra de PET (Figura 5.15). Luego se determina el GI% a partir de ellos (Tabla 5.4)
segun el tratamiento de datos de la seccién 5.3.2.

Mediante SANS se obtuvo informacién de diferencias de didmetros de poro del orden
de los 5 nm, con un 20 % de dispersién sobre el didmetro y un espesor de halo de traza W
de 7 nm (Tabla 5.3).

Al igual que en la seccion 5.3.2 se calcula la superficie del injerto y se determina el
GI%. Siendo el drea superficial base de 16,03 cm?; si se considera un radio promedio de
3,25.107% cm para la muestra PET-R1, el 4rea circular de impacto para todas las trazas
es 1,3 cm?. El area superficial cilindrica promedio de los canales considerando el
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Figura 5.17 — Resultados obtenidos por SANS para las muestras de PET bombardeadas con
Kr, que fueron sometidas a distintos tratamientos posteriores al injerto con GMA.

Lic. Maria Laura Carbajal



108 Capitulo 5. Bombardeo con iones pesados e Injerto en simultdneo

Denominacion GMA Radio inccl)\l/rI aS?ada % GI Descripciéon
Muestra (% v/v) (nm) (I;) ‘ ¢ P
PET-R1 0 0 0 0 Marcado quimico
PET-R2 0,1 2,7 2,1.10~¢ 0,68 Injerto n
PET.‘R2 0,1 3.2 2,3.104 0,74  Hidrdlisis 4cida

(duplicado)
PET-R3 0.1 5.1 3.9.10- 1,26
_ Inj IDA
PET-R3 0,1 2.6 1,8.10-4 0,58 |wertot
(duplicado)

Tabla 5.4 — Pardmetros obtenidos por SANS para PET en la determinacién del GI %

PET-R1 es 597,64 cm?. Entonces la superficie total a cubrir por el injerto es de 615
cm?. Las dreas obtenidas en (i) y (ii) representan juntas aproximadamente un 3 % del valor
obtenido para (iii), v podrian despreciarse en los célculos.

Segtin los célculos realizados teéricamente se incorporan entre 0,2 mg v 0,4 mg de
GMA en el proceso de injerto. Estos valores son comparables a los determinados en la
Tabla 5.2. Aunque se encuentran en el orden de error de la balanza analitica utilizada para
la obtencién del grado de injerto por gravimetria.

Considerando un valor promedio en peso de 31 mg para una ldmina de las dimensiones
trabajadas, el grado de injerto esperado tedrico es de 0,64 %, el GI % obtenido considerando
todas las muestras (incluyendo duplicados) es de 0,9871 (SD + 0,3211; n=7). En la Tabla 5.4
se ejemplifica con 4 de las 7 muestras trabajadas.

Andlisis ATR-IR

En el andlisis por espectroscopia de IR, se realizaron los espectros ATR de PET-R1
(B), PET-R2 (C) y PET-R3 (D). Dado que las diferencias son muy pequefias, se realizaron
espectros diferencia. En la Figura 5.18 se pueden visualizar, en los espectros diferencia
(C)-(B) v (D)-(B), las sefiales caracteristicas de los grupos carbonilo del GMA (a 1720
cm™t) v del IDA (1690 ecm™). En el espectro (D) se observa la desaparicién de la sefial
correspondiente al grupo epéxido (908 cm~!) presente en (C) (denotada con una flecha).

Cuantificacion del metal

No se pudo detectar Cu(IT) o Ni(II) después de la re-extraccion con la solucién de EDTA.
Calculos tedricos de las cantidades esperadas segin el grado de injerto y consideraciones
sobre el rendimiento de reaccién de IDA senalan que se encuentran por debajo del limite
de deteccion de este método
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Figura 5.18 — Espectros ATR de (C) PET con injerto; (D) PET con injerto de IDA. Espectros
diferenciales de (C) y (D) con respecto a (B) PET marcado.

Mucstra Diametro de poro Didametro de poro
calculado por SANS (nm) calculado por SEM (nm)
PET-R1 61 64 (SD 7,6; n=14)
PET-R2 55 54 (SD 5,9; n=15)
PET-R3 56 52 (SD 5,7; n=19)

Tabla 5.5 — Tabla comparativa de los didmetros de poro obtenidos por SANS y SEM para las
ldminas de PET modificadas.

5.4. Conclusion

Laminas de PET fueron irradiadas con iones pesados acelerados y marcadas quimica-
mente para lograr membranas de didmetro de poro en el orden de los 60 nm. Estas laminas
de PET fueron injertadas con GMA por la técnica de injerto en simultaneo iniciada por
radiaciéon gamma. El didmetro de poro se midié por dos técnicas diferentes, imagenes SEM
y analisis por SANS. Ambos métodos dan resultados similares como se muestra en la tabla
comparativa (Tabla 5.5). Estos resultados junto con la microfotografia electrénica (Figu-
ra 5.14) donde se observa la naturaleza interna de los poros, indican que los poros serian
de geometria cilindrica. Sin embargo, para demostrar que el interior de los poros tiene esta
configuracion se deberia realizar la técnica de réplica.

Los didmetros de poro se redujeron en el orden de los 6-10 nm después del injerto con
GMA. Ademsds se mantuvieron constantes después de la derivatizacion quimica con IDA,
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como era lo esperable. Por SANS se estimé un GI% de 1% y el rendimiento experimental
en el injerto por gravimetria entre 0,6-0,7 %. En cuanto las determinaciones gravimétricas
v al grado de injerto obtenidos, si bien ésta determinacién se encuentra en el limite de su
sensibilidad, coinciden con los valores de GI% calculados a partir de las determinaciones
directas sobre las micrografias SEM.

La espectroscopia ATR-IR permitié determinar la modificacién con poliGMA y la in-
corporacién de IDA. La modificacién con IDA no ha podido ser detectada por quelacion
de iones.
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Capitulo 6

Estudio de los compuestos arseniacales:
Sintesis y caracterizacion

6.1. Ligandos Arseniacales

6.1.1. Introduccion

Desde su descubrimiento en 1250 por Albertus Magnus, el arsénico ha tenido una his-
toria colorida. Como veneno, posee un amplio espectro de efectos adversos sobre la salud
humana, y hasta hace pocos anos poseia la fama de ser la causa de muerte de un personaje
notable como Napoleén Bonaparte. Es uno de los metaloides toxicos mas prevalentes en
el medio ambiente. Se encuentra ampliamente distribuido en toda la corteza terrestre en
fuentes de agua subterrdanea debido a la disolucién de minerales, erosién de rocas, y acti-
vidad ignea. Deriva de fuentes geoquimicas como rocas y minerales (en forma insoluble)
y también de fuentes antropogénicas como los efluentes industriales y actividades mine-
ras. Comercialmente se utiliza por ejemplo, en aleacién y agentes conservantes de madera
[1, 2]. Las especies de arsénico orgdnico, abundante en pescados y mariscos, son menos
nocivas para la salud humana y mas facilmente eliminadas por el organismo que las espe-
cies inorgénicas. Los efectos debido a cantidades acumulativas de arsénico por exposiciones
prologadas se asocian con cancer de piel, pulmén, vejiga y rinén [3].

Las propiedades téxicas de arsénico han sido explotadas en la produccién de herbicidas
v plaguicidas. Un poco menos conocido es ¢l hecho de que los primeros agentes antimicro-
bianos sintetizados especificamente para el tratamiento de enfermedades infecciosas fueran
compuestos arsenicales organicos. Paul Ehrlich gané el Premio Nobel en 1908 por la sintesis
del Salvarsan (clorhidrato de dioxidiamidoarsenobenzol o arsefenamina) desarrollado para
el tratamiento de la sifilis y de la enfermedad del sueno. Para el tratamiento de algunas
enfermedades causadas por parasitos, como tripanosomiasis y leishmaniasis, los derivados
organicos de arsénico (Melarsoprol, comercialmente Arsobal® para Tripanosoma brucei
gambiense y T.b. rhodosiense) y los relacionados con antimonio ain siguen siendo ele-
gidos como farmacos (Figura 6.1) [4, 5]. Posee dos estados de oxidacién, As (V) y As
(I1I), biolégicamente importantes. Comunmente se distribuye como acido tetraoxoarsénico
(6 4cido ortoarsénico, H3AsOy,), dcido arsenioso (4cido ortoarsenioso, H3AsOs3), v tridxi-
do de arsénico (AsyO3). Las formas reactivas de estos compuestos inorgénicos en solucién
varian en funcién del pH. Por ejemplo, a pH neutro, el acido arsénico existe como ién
arseniato AsO3~, mientras que el dcido arsenioso se encuentra principalmente en su forma
neutra As(OH);. Otro aspecto de la quimica del arsénico pertinente a la actividad biolégica
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Figura 6.1 — Compuestos arseniacales organicos comerciales. Salvarsan, Melarsen, Melarsendxi-
do y Melarsoprol (nombrados de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo).

es la reactividad de As (III), ya que forma enlaces con grupos funcionales como los tiolatos
de las cisteinas y los nitrégenos imidazol de los residuos de histidina [6].

Es conocido que las especies trivalentes son quimicamente mas reactivas que las especies
pentavalentes, y unen proteinas como tubulina y actina [7], proteina arsR [8], receptores
de nicotina [9], metalotioneina humana [10], galectina-1 [11], tioredoxin peroxidasa II [12],
tioredoxina y disulfuro isomerasa [13] y receptores de glucocorticoides, entre otros.

Los metaloides tienen propiedades metdlicas y no metalicas. La toxicidad del arsénico
se debe principalmente a que el As (I1T) actia como un metal, formando enlaces metal-tiol
con cisteinas vecinales, pudiendo provocar la inhibicién de enzimas como la piruvato deshi-
drogenasa [14]. De hecho, la inhibicién de la actividad enzimdatica por causa de arsenitos es
usada en el diagnéstico de presencia/ausencia de residuos cisteina vecinales [13, 15]. Dife-
rentes compuestos arseniacales han sido evaluados para su uso como sondas, para estudiar
procesos bioquimicos y bioffsicos in vitro e in vivo [16]. Ampliando el concepto, han sido
propuestos como sondas en la caracterizacion de la naturaleza de la interacciéon en recep-
tores neuronales [17], en la caracterizacién de dindmicas de unién a proteinas citosélicas y
procesos de metilacién del As [18], en la biisqueda de inhibidores o “antidotos” de la accién
téxica [19], en el modelado y determinacién de estructura terciaria de proteinas [20], en
el estudio del modelo de accién de drogas arseniacales en células tumorales [21]. También
se han incorporado derivados de As (IIT) y As (V) a soportes cromatograficos [22, 23] v
se han utilizado para separar, identificar y caracterizar proteinas con afinidad a arsénico
(7, 12, 21, 24, 25].

La interaccién de grupos sulfhidrilos de proteinas con fenilarsenéxido (PAO) y otros
arilarsenoxidos estructuralmente relacionados ha sido empleada para estudiar la modifica-
cién de un amplio rango de efectos bioldgicos tales como reacciones enzimaticas y procesos
de transporte [15, 26, 27, 28|. Una de las hipdtesis del mecanismo de reaccién de PAO
involucra la formacion de aductos 1,3.2-ditioarsenanos con dos tioles funcionales conve-
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nientemente espaciados. La especificidad y selectividad estructural de esta modificacion
aun es objeto de estudio, la reactividad a través de proteinas con ditioles ha sido probada
y caracterizada con andlogos radiomarcados tal como el 4-[125]] iodo-PAO [15]. En el traba-
jo de Kussmann fue usada como modelo una Trx para examinar la selectividad estructural
del p-aminofenilarsenéxido (APAO) a través de grupos tioles llegando a la conclusién de
que los aductos ditiarsenanos intramoleculares estables se dan por medio de dos cisteinas
estructuralmente vecinales [28].

Hoffman y Lane proponen una teoria donde se postula que los tioles cercanos en la
cadena primaria de aminoécidos forman ciclos al interaccionar con As(III) [15]. Otra teoria
propuesta es la formacién de un sitio de coordinacién piramidal trigonal AsSs entre los
grupos tioles de tres cisteinas con el As (III). Estos tres residuos de cisteina pueden estar
cercanos en la secuencia primaria aminoacidica 6 estar distantes el uno del otro en la
secuencia primaria y al plegarse la proteina, quedan espacialmente cercanos a fin de que
puedan interactuar con el As (III), y formar la unién metal-tiol [29, 30]. Ambas teorias son
validas.

El APAO inmovilizado sobre agarosa, para purificacién por afinidad ha sido usado en
la identificacién de proteinas de unién a arsénico (III) en células de cancer de mama [12],
sistema que fue desarrollado originalmente para aislar compuestos con tioles [22]. Se han
aislado al menos 50 proteinas con potencial de unién a arsénico en lineas celulares de cdncer
de mama utilizando una sonda de APAO conjugado con biotina [21].

Algunos agentes quelantes son utilizados farmacolégicamente en tratamientos de la toxi-
cidad a metales (como arsénico, mercurio, plomo o cadmio), aunque dependiendo de la dosis
también pueden resultar toxicos. Entre ellos se encuentran, por ejemplo, los ditioles sintéti-
cos 2,3-dimercaptopropanosulfato de sodio (DMPS) y el dcido meso-2,3-dimercaptosuccini-
co (DMSA) [31]. Estas son moléculas que se unen estrechamente a los metales en una
estructura de tipo anillo, con constantes de estabilidad elevadas [32].

Estudios con péptidos sintéticos conjugados con fenilarsenoxido mostraron que el arséni-
co se une a las cisteinas v que la unién depende del niimero, accesibilidad, y posicién relativa
de los residuos [33].

En literatura se describe al compuesto arseniacal p-|bis-(3-hidroxietilmercapto)-arsino|-
anilina (PBMA) como la forma activa de un ligando cromatografico capaz de interaccionar
con proteinas que contiengan al menos dos tioles cercanos espacialmente [14, 34]. E1l APAO
es un precursor comercial del PBMA, sin embargo fue discontinuada su comercializacion.
No se encontraron antecedentes bibliograficos de la sintesis de PBMA a partir del acido
arsanilico (APAV).

En este capitulo se describe la obtencion y caracterizaciéon de APAO y PBMA con
estado de oxidacién trivalente, asi como el estudio de sus reactividades frente a distintas
moléculas con tioles libres por medio de HPLC y métodos colorimétricos.
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118 Capitulo 6. Ligandos Arseniacales

6.2. Materiales y Métodos

6.2.1. Reaccidon de sintesis del APAO

El APAV (10,9 g) es agregado a una solucién conteniendo 30 ml de metanol, 24 ml de
HCI, y 100 mg de yoduro de potasio. El diéxido de azufre es burbujeado a la solucién en
agitacién por 30 minutos, produciéndose la precipitacion de p-aminofenildicloroarsina-HCI
(APACI). La solucién es enfriada en bafio de hielo y el precipitado es colectado y lavado con
dietil éter. La dicloroarsina es disuelta en 200 ml de hidréxido de amonio al 10 %. Después
de 15 minutos de agitacién, el APAO comienza a precipitar y la solucién es enfriada en
bano de agua hiclo. Se colecta por filtracion, es lavado con dietiléter v secado bajo vacio
sobre NaOH.

6.2.2. Reaccion de sintesis del PBMA

Se mezcla APAV (1 gramo) en metanol (10 ml) con S-ME (2,5 ml; 14,3 M) y se incuba
a temperatura ambiente en agitacién hasta disolucién total. Luego se evapora el metanol
mediante burbujeo de Ny y 60 °C 6 con rotavapor a 60 °C. La extraccién del 3-ME rema-
nente se realiza mediante lavados en frio con agua carbonatada (0,1 M NaHCOs3, pH 8).
El precipitado se recupera por solubilizacién en acetona y posterior evaporacion.

6.2.3. Determinacion de Punto de Fusiéon

En tubo de Thiele y en aparato Tomas Hoover, Uni-Melt. Con capilares de vidrio
sellados conteniendo de 1 a 2 mm de muestra empacada.

6.2.4. Anélisis por cromatografia en capa fina (TLC)

El analisis por TLC, se realiza en cromatofolios de silica gel F254 con base de aluminio
(Merck). La siembra es estandarizada en 2 pl de mezcla de compuesto en el punto de
siembra. Se visualiza por exposicién al UV y se revelan los grupos amino con Ninhidrina.

6.2.5. Analisis por HPLC

Se utiliza un cromatoégrafo Spectra System P1000. Detector Millipore@®) Waters. Lamb-
da-Max. Model 481. LC Spectrophotometer.

Separacién en gradiente

Columna Kromasil 100 RPC-18 (de 5 um didmetro de particula; 15 x 0,46 cm. TEK-
NOCROMA).

Volumen de siembra de 10 pl. Flujo: 1 ml/min. Longitud de onda del detector UV-
V: 254 nm. Disolucién de las muestras en agua bidestilada. Gradiente de separacién: 0%
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Acetonitrilo (AcN) a 40% AcN en 20 minutos. Se restituyen las condiciones iniciales con
un gradiente de 40% AcN a 0% AcN en 5 minutos.

Condiciones de separacién isocraticas

Columna: Luna 5 C18(2). Tamano 250 x 4,60 mm (Phenomenex). Didmetro poro 100
+ 10 A. Longitud de onda detector: 254 nm. Temperatura 24 °C. Flujo: 1 ml/min. Loop de
inyeccién: 100 pl. Solvente: 30 % AcN: 70 % agua.

Soluciones patrén de compuestos arseniacales: APAV 100 mM (agua destilada llevando
con NaOH 0,1 N a pH 8-9, hasta disolucién total); APAO 10 mM (disolucién a pH 12);
PBMA 10 mM (disolucién a pH 12). La concentracién de trabajo final en el tubo de reaccién
es de 83,3 uM.

Soluciones patrén en concentracién 100 mM de BAL (C3HgOS,; PM 124,23; §: 1,25
g/ml), ﬁ—ME (CQHGOS 14.3 M), DTT (C4H100282), EDA (CgHgNQ), MEA (CQH7ON),
Gli (CoH504N), Glicerol (GliOH). A partir de las soluciones patrén se preparan mezclas
con relaciones molares a As(IIT) 6 a As(V) en (1:1), (1:2), (1:4), (2:1), (4:1) v (8:1). Para
[-ME y moléculas similares, se utiliza el doble de concentracién ya que la relacién es por
lo menos dos a uno con respecto a moles de As(III).

6.2.6. Caracterizacion espectroscopica
FT-IR

Espectréometro IMPACT 410 - Nicolet. FT-IR System; 512 acumulaciones. Manipula-
cion de la muestra: Técnica de pastillaje con BrK: 300 mg BrK mas 1 6 2 mg de muestra
solida. Empastillado en prensa 5 a 10 minutos al vacio, luego otros 10-15 minutos bajo
presién (10-12 ton).

Espectrometria UV

Espectrofotémetro Shimatzu UV-1603 (Rango: 400 nm -200 nm). Temperatura ambien-
te.

Barrido Espectral: Se realizan los barridos espectrales de las especies arseniacales
APAO, APACl y APAV en medio 4cido (HCI 0,1 N) a diferentes concentraciones. También
mediante espectros se observa el comportamiento de estos compuestos frente DTT y -ME
en medio acido (HCI 0,1 N), medio alcalino (NaOH 0,1 N) y buffer fosfatos (Tris-HCI 50
mM, pH 9,1) en diferentes concentraciones.

Cinética de reacciéon del APAO con DTT: Para estudiar la cinética de reaccion
entre el APAO y el DTT, se mezclan en relaciéon molar 1:1 y sobre la misma muestra se
determinan los espectros de absorcién a diferentes tiempos. Concentraciones de trabajo en
APAO y DTT de 50 uM. Todas las muestras contienen DMSO 0,15 %.
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120 Capitulo 6. Ligandos Arseniacales

Cuantificacion del ligando libre

Mineralizaciéon: Las muestras para la determinacién de arsénico y sulfuros son digeridas
en tubos de borosilicato (16 cm x 1 em didmetro) en un bloque de aluminio con temperatura
controlada. Primero se evapora el agua a 120-130 °C, luego se lleva hasta 210 °C por 3 hs.

Mezcla de digestién: 0,1060 g de ortovanadato de sodio (VO4Nag) disueltos en 65 ml de
dcido nitrico (HNOj3) concentrado; se anaden 75 ml de &cido perclérico (HCIO,) concen-
trado y sobre esta mezcla, se anaden 0,4706 g de dicromato de potasio (CroO¢Ky) disueltos
en 16,75 ml de agua desionizada [35].

Arsénico total: Se determina arsénico total por medio de la deteccién de un compues-
to colorcado (con un méximo de absorcién en 538 nm) de dictilditiocarbamato de plata
(AgDDTC) complejado con la arsina liberada de la muestra mineralizada.

Procedimiento: En el erlenmeyer del sistema
colocar la muestra, 40 ml de agua destilada, 10 ml
de solucién de SnCls en 4cido clorhidrico concentra-
do (0,33% p/v), 5 ml de solucién de KI (15% p/v) y
1 ml de solucién de CuSOy (2% p/v). Esta mezcla se
deja reposar unos 15 minutos hasta total reduccién
del As(V) a As(III). Se anade luego, aproximada-
mente 1 g de Zn en polvo v se cierra el equipo por
60 minutos. Previamente, en el tubo de adsorcion se
colocan 3 ml de la solucién de AgDDTC (0,5% en
piridina). Para una muestra de 5 ug de As, la exacti-
tud del método es de 2,5 %. El limite de demostracién
estadistico se aproxima a 0,2 ug de As.

Es conveniente colocar a la salida del erlenmeyer,
previo al sistema de AgDTTC, un algodén embebido
en AcoPb (10% p/v) para retener trazas de SHy. In-
terferente: SbH3. Control positivo: talco con tridxido
de arsénico.

Solucidn d=
Ag00Te

Adgocin eon
rﬁhm

Erle nimayar

Adaptacion del método de Fiske-Subbarow: Se adapta el ensayo de determinacion
de fésforo para determinacién de arsénico [22]. El fosfato inorgdnico reacciona en medio
acido con el amonio molibdato. EI complejo formado de fosfomolibdato absorbe luz a 340
nm [36]. Linealidad hasta 160 mg/L. Sensibilidad en espectrofotémetro: 0,2 mg/L.

Adaptacion del método de Ellman: Otra estrategia consiste en determinar la can-
tidad de As disponible por medio de la reaccién de complejacién de los compuestos de
As(III) con una cantidad conocida de DTT. Posteriormente se determina la cantidad de
DTT libre a través de la reaccién de Ellman [37, 38, 39].
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El color amarillo intenso del anién NTB puede ser cuantificado mediante medida de la
absorbancia a 425 nm (ey7p: 12.400 M~tem™'). El rango de deteccién es de 8 uM a 48,3
uM de NTB.

Determinacion del parametro termodinamico Kd

La unién de APA(III) a ditioles es determinada mediante la titulacién de tioles rema-
nentes por medio del ensayo de DTNB, incubando concentraciones crecientes de APA(TIT)
con una concentracién constante de ditiol.

El célculo de la constante de disociacién (Kd) para la unién de APA(III) a tioles se
realiza en base a los trabajos de Donoghue [13| y Hogg [40].

Procedimiento: Se utiliza el ensayo en microplacas de 96 pocillos. La mezcla de
tioles y APA(III) se incuba 10 minutos a temperatura en agitacién (volumen 195 ul) y
luego se anade el DTNB (5 ul de una solucién madre 15 mg/ml en DMSO) y se incuban
otros 10 minutos en agitacién. Se lee a 412 nm en lector de microplacas. El coeficiente de
extincién del TNB a 412 nm y pH 7 es 14.150 M~tem™1.

Solucién de tioles (BAL, DTT, 5-ME): 500 mM en buffer 0,1 M Hepes; 0,3 M NaCl; 1
mM EDTA (pHs: 6; 7 u 8). Concentracién de trabajo: 50 pM.

La concentracién del complejo APA(III)-ditiol (SI) se encuentra en funcién de la con-
centracién total de APA(III) y es descripta mediante la siguiente ecuacion:

[S1] = 0,5"{([S)r + #[I]r + Kd) - ([S]r + a[T]r + Kd)? - A[S]ra[1})70,5}  (6.1)

Donde x es un factor de ajuste; [SI] es la concentracién molar del complejo; [I]r es
la concentracién inicial total del compuesto arseniacal, [S|r es la concentracién inicial del
compuesto a cnsayar [40].

Los datos son ajustados mediante una regresién no lineal con Kd y x como los parame-

tros desconocidos por medio de herramientas Solver y Macros realizadas bajo el entorno
de Excel (Microsoft®)).

6.3. Resultados y Discusion
6.3.1. Sintesis del APAO

Dado que sélo se consigue comercialmente el derivado APAV, el APAO se sintetizé en el
laboratorio. Se prosiguié segun la técnica descrita por Stevenson con algunas modificaciones
al protocolo original [14]. En la Figura 6.2 se muestra un esquema del sistema de sintesis.
El SO, se prepard in situ por reaccién entre NaySO3 (aproximadamente 100 g, 40 %p/v
en agua) y HySO, concentrado (30 ml; se generan aproximadamente 1,26 moles de SO,
6 28,22 L). La reaccién del gas se realiza en kitasato (B), al cual se le conecta una ampolla
de decantacién conteniendo el HySO, (A). Cuando el precipitado aparece es masivo, de
color amarillo palido-crema (D). El filtrado se realiza en un embudo de septo de vidrio.
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Figura 6.2 — Sistema de Sintesis.

Luego del lavado con éter, se disuelve el producto en NH,OH. En frio se enturbia y comienza
a precipitar. Se separa el producto en butchner (G).

El rendimiento obtenido del 33% fue menor al esperado. Segiin Stevenson se obtiene
un rendimiento del 66 % [14]. Se observan cristales en forma de agujas concéntricas en
ramilletes, alargados de 2 a 3 mm de largo.

6.3.2. Sintesis de PBMA

Teniendo como base la preparacién del antiparasitante Filaricide (6 p-[bis-(carboxi-
metilmercapto)-arsino|-benzamida), el cual se obtiene mediante una reaccién de conden-
sacion entre p-arsenosobenzamida v el acido tioglicolico se propone la reaccién de sintesis
del PBMA [41]. Se desarrollé un camino sintético sencillo para la obtencién del PBMA
en ambiente reductor a partir de la reaccién en un paso de APAV con exceso de [-ME.
El -ME produce por medio de una reduccién y sustitucién simultaneas la reduccion de
As(V) a As(III) (Figura 6.3). El rendimiento de la reaccién de sintesis fue del 68 %.
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OH
O |, ~OH
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Acido arsanilico

+

SHCH.CH.OH
if-ME]

NH

p-lbis-(b-hidraxietimercaptorarsine]-anilina

Figura 6.3 — Reaccién de sintesis del ligando PBMA.

6.3.3.

Caracterizacion fisicoquimica

En la siguiente Tabla (Tabla 6.1) se presentan los resultados obtenidos en la caracte-
rizacién de los ligandos arseniacales: APAV (precursor), APAO, PBMA y el intermediario

estable APACI.
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Figura 6.4 — Cromatograma HPLC en gradiente de la mezcla de reaccién de sintesis de PBMA.

Caracterizacion por TLC

Se evaluaron distintos sistemas de solventes en polaridad creciente. Entre ellos mezclas
de éter de petréleo: acetato de etilo en proporciones en volumen de (9:1); (3:1); (3:2); (1:1);
(2:8), obteniéndose una separacién deficiente (Rf de 0 6 de 1) entre los componentes a sepa-
rar (PBMA, APAO; APAV). Con el sistema diclorometano:metanol (CloCHy: CH3OH) en
proporcién (85:15) se obtuvo poca separacién con Rf (apao, pema, apacy de 0.3 y Rf apav)
de 0.

La mezcla Cl,CH3:MeOH (95:5) result ser la éptima para la separacién de APA(V) y
APA(III). Con cl agregado de trictilamina (TEA) (una gota cada 3 ml de solvente) para
anular las cargas, se mejoro la resolucion. Aunque no se encontrd un sistema en TLC que
pueda separar APAO de APACI con buena resolucién. Se obtuvieron Rf spao, pBMmA, apacy)
de 0,5 y Rf(ApAV) de 0.

Resulta de interés también caracterizar el intermediario de sintesis APACI ya que pa-
reciera ser mas estable que el APAO, teniendo al Cl= como un buen grupo nucleéfilo para
la reaccion de sustitucién que ademas no presentaria tautomeria cetoendlica.

Analisis por HPLC

En el analisis HPLC-RP con gradiente se logré resolver los productos de reaccién de
la sintesis del PBMA a partir de APAV. Del anélisis del cromatograma de una mezcla de
reaccion APAV + 3-ME (Figura 6.4), se obtuvieron tres picos relevantes, uno de los cuales
coincide con el APAV, mientras que los otros dos picos no tuvieron ninguna corresponden-
cia con los reactivos utilizados durante la sintesis. Se propone, en base a los tiempos de
retencién obtenidos, que el pico mayoritario corresponde al PBMA (70 %) y el pico restante
a APAO (10%). En menor grado, también se observé la presencia de 3-ME.

Esta asignacién, a partir de los tiempos de retencion, fue confirmada con los resultados
obtenidos en el estudio por HPLC-MS y espectros de MS de cada pico cromatografico. En la
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126 Capitulo 6. Ligandos Arseniacales

Picos Posible Asignacién
P1 Anilina (93)
P2 APAO (183); Anilina (93)
P3 B-ME (78)
P4a Fragmentos PBMA
P4b | PBMA (321) — (643): jdimeros? jaductos?

Tabla 6.2 — Asignacién de especies de los picos caracteristicos del HPLC-MS.

Figura 6.5 se muestra el cromatograma obtenido por deteccién UV (Figura 6.5 - superior)
y de iones totales (Figura 6.5 - inferior). También se encuentran senalizados los lugares
donde se tomaron los MS que se muestran en la Figura 6.6. A partir de los resultados
observados en los espectros MS de esta figura se asignan las estructuras posibles que se
resumen cn la Tabla 6.2.

En cuanto a la evaluacién de la reaccién de sintesis de APAO, no se pudo establecer el
grado de pureza porque la mezcla de APAO:APACI no ha podido ser resuelta bajo ninguna
de las condiciones ensayadas. Se observé que el pico mayoritario posee el 91 % de las dreas
relativas mientras que el 9% restante se asigna a APAV. En cuanto a APACI el rendimiento
en ese paso de reaccién es del 90% v el 10 % restante se asigna a APAV.

Tampoco se pudo resolver los picos cromatograficos correspondientes a APAO y APACI
en columna analitica de Cianopropil (CN). La resolucién fue mas baja que en las condiciones
previamente ensayadas con la C-18.

Caracterizacién espectroscopica

Resonancia magnética nuclear (RMN):

RMN 'H: 1) Desplazamiento quimico () segin corresponde a los distintos H (asig-
nados en Figura 6.7 y Tabla 6.3); y 2) Andlisis cuantitativo e integracién (presentados en
Tabla 6.4).

Observacién: La senal correspondiente a los protones del metileno adyacente al grupo -
OH (0 = 3,5; no incluida en Tabla 6.3) estd saturada, esto puede deberse a la contribucién
del -CHj3 del metanol usado como solvente.

RMN 13C: Asignacién del Desplazamiento quimico (d¢) de la Figura 6.8 en Tabla 6.5.

Se denomina arbitrariamente C-1 al carbono conteniendo al grupo amino: a los carbonos
equivalentes en posicién orto- respecto al carbono con el sustituyente, se los denomina C-2;
en posicién meta-, C-3 y en posicion para-, C-4. En cuanto a los carbonos alquilicos, C-5 se
denomina al carbono unido al 4&tomo de azufre y C-6 al carbono unido al 4tomo de oxigeno.

La asignacién de las senales de los espectros de RMN 'H y 13C coincide con lo esperado
para el PBMA sintetizado.
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Figura 6.5 — HPLC-MS Reaccién de sintesis de PBMA.
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Figura 6.6 — Espectros de masas de los picos caracteristicos del HPLC-MS senalizados en la

figura previa.
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Espectro de RMN 'H del PBMA. Fuente: LANAIS-RMN-CONICET.

# pico Oy (ppm) Asignado a
1 7.329
2 7,307 protones en meta a grupo amino aromético (Triplete)
3 7.301
4 6,606
5 6,583 H en orto a grupo amino aromético (Triplete)
6 6,577
7 5,451 H del -NH, (Singulete)
8 4,977
190 i:gig H del -OH (Triplete)
11 9.837
12 2.815
13 2,794
1151 gzggg +  H del metileno adyacente al grupo tiol (Septuplete)
16 9,751
17 9,730

Tabla 6.3 — Asignacién de las senales de RMN 'H.
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Integracion Tedrica

Grupo de H (del espectro) esperada
Aromaéticos 4,2 4
NH, 1,7 P
_OH 2.1 9
_S-CI, 49 4
—O—CHQ nd 4

Tabla 6.4 — Integracién de las sefiales del espectro de RMNTH.
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Figura 6.8 — Espectro de RMN 13C del producto. Fuente: LANAIS-RMN-CONICET.

. dc éc (ppm) :

7# pico (ppm) tedrico esperado Asignado a
3 150,5 1477 C-1 aromatico
5 132,9 129,8 C-3 aromatico
7 123,5 119,0 C-4 aromaético
8 114,0 116,1 C-2 aromaético
12 62,6 63,0 C-6 alquilo
15 41,2 39,7 DMSO-d6
17 33,5 35,0 C-5 alquilo

Tabla 6.5 — Asignacién de las senales de RNM 13C.

Lic. Maria Laura Carbajal



130 Capitulo 6. Ligandos Arseniacales

(CORP 2 185 (Z.569)
188~ lg6 249 25542“

167
-

198
’ 160 199 nggj
214
192 (| _“37 29sl age

2

Figura 6.9 — Espectro de masas. Fuente de ionizacidn: Impacto electronico. LANAIS-EMAR-
CONICET.

Espectroscopia de masas (MS): Se realizé un espectro de masas por impacto electro-
nico. En estas condiciones no se detecté el i6n molecular (m/z 321).

Sin embargo, se encontraron iones caracteristicos de menor m/z (o iones fragmento),
por el valor de masa asignado v por el estudio de la abundancia isotdpica correspondiente,
que coinciden con la estructura propuesta. Se senalan sobre el espectro (Figura 6.9) y se
exponen en la Tabla 6.6.

En general, los compuestos que contienen anillos aromaticos en sus estructuras presen-
tan iones a valores de m/z caracteristicos, como ser los picos de alta abundancia m/z 66 y
65 resultantes de la pérdida de los atomos de hidrégeno (como iones estables H y HCN) del
grupo amino y/o el pico (m - 2), que representa la transferencia de protones via rearreglos
en una amina o en un alcohol.

Todos los (m + 1) v (m 4 2) dan valores aproximados a los esperados por célculo,
excepto (m; + 1) donde la intensidad puede estar afectada por la presencia de otro i6n
fragmento de la misma masa, diferente al ion por abundancia isotépica.

El pico my puede ser la suma de dos fragmentos ya que el H puede haberse perdido
tanto en el grupo hidroxilo como en el grupo amino, resultando en la misma relacién m/z
(denotados en negrita, en la Figura 6.9).

La suposicién de la existencia de este ion (m/z 243), que podria corresponder con una
estructura parcial de la molécula buscada y presentaria la uniéon buscada entre el arsénico
v el azufre, se basa tanto en la correspondencia de masa como en el estudio de abundancia
isotopica del mismo.

Se complementa con la informacién brindada por otros picos presentes en el espectro
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Intensidad Intensidad Contribucién Estructura
Pico m/z relativa relativa de is6topos osible asienada
(al pico base) am (calculada) P &
m; 93 74.7% 100% e 14
my+1 94 55.6 % 74.4% 71% [Anilinal
12 167 67,9 % 100 7 [p-arsenoanilinal*
my 4+ 1 168 5.7% 8.5% 71% P
ms 198 23.2% 100% [p-arsenoanilina]*-S
ms+1 199 6.5% 28.1% 7.8% P ‘
M 12 200 3% 12,5% 4.4% o
?}n4 213 8% T00% 0 [p-[(B-hidroxietil-
m, 1 244 6.8% 6.9% 10.2% mnegf iﬁﬂls}m
my + 2 245 2.9% 2.4% 4.4%

Tabla 6.6 — Posibles fragmentos caracteristicos del compuesto de interés.

que denotarian la presencia de anilina (m/z 93, 94 y 91) y de una anilina con el dtomo
arsénico cn posicién para- (m/z 167 y 168).

FT-IR: En la interpretacion de los espectros de FT-IR (Figura 6.10), por comparacién
directa de los mismos y extrapolacion a estudios de moléculas simples, es posible establecer
la presencia/ausencia de ciertos grupos funcionales en el compuesto de estudio (Tabla 6.7).

Para el APAV no fue posible lograr una pastilla de BrK bien traslicida por lo cual
el espectro obtenido es de baja calidad. Segin los espectros, el producto de sintesis (PB-
MA) comparte bandas caracteristicas comunes (OH, C-H alifdticos, C-O) al -ME y al
APAV, v senales diferenciales con respecto al 5-ME. En cuanto a las bandas diferenciales
entre el PBMA vy el §-ME, se detecta en el espectro del primero la presencia de bandas
correspondientes a aminas primarias y a estructuras aromaticas y la ausencia de la senal
caracteristica S-H, que si aparece en el espectro del 5-ME (2600-2500 cm™1).

La senal C-S tiene poco valor en la determinacién estructural debido a la variabilidad
de la posicién (700-600 cm™1).

Espectrometria UV

Barridos espectrales de las especies arseniacales: Con respecto a la especie As(V)
se observa que posee un maximo de absorcion localizado en 260 nm, que se corresponde con
los datos de bibliografia, mientras que los compuestos de As(III) muestran un corrimiento
del méximo hacia longitudes de onda menores (A = 230 nm) (Figura 6.11).

No se ha podido diferenciar entre los compuestos APAO vy APACI mediante espectro-
fotometria UV.
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Figura 6.10 — Espectro de IR de PBMA, APAV y 5-ME.

Numero de onda

Presencia en el espectro

N° (cm™) Asignado a PBMA G-ME APAV)
1 3500-3300 N-H (amina 1°) + - nd

2 3400-3200 O-H + + nd

3 3200-3050 C-H aromaticos + - nd

4 3000-2800 C-H alifaticos + + nd

5 2600-2500 S-H - + -

6 1650-1500 Aromatico 1,4-disustituido + - +

7 1450-1250 C-C + + +

8 1050-1000 C-0 + + +

9 700-600 C-S nd nd nd

Tabla 6.7 — Anélisis del espectro de IR. Donde nd indica no determinado.
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1,2

Absorbancia (-)

220 240 260 280 300 320
Longitud de onda (nm)

Figura 6.11 — Espectros UV de APAV, APACI (90 % pureza) y APAO (90 % pureza) en HCI
0,1 N.

6.3.4. Cuantificacién del ligando en solucion

Con ¢l objetivo de realizar la cuantificacion del ligando se propusicron tres estrategias:
(i) la determinacion de arsénico total a través de la formacién de un complejo coloreado de
dietilditiocarbamato de plata luego de una mineralizacién; (ii) la adaptacién del método
colorimétrico para fésforo inorgdnico (método de Fiske-Subbarow) para determinar arsénico
total; y por ultimo, (iii) la determinacién de arsénico en estado III de oxidacién a través
de una reaccién quimica colorimétrica acoplada.

Como el arsénico se encuentra en una cadena carbonada con un anillo bencénico (APAV)
es conveniente realizar, previo a las determinaciones de las estrategias (i) y (ii), una diges-
tién quimica oxidante. Se ensayan diversas condiciones: (a) con mezcla de dcido nitrico,
perclérico y dicromato de potasio; (b) con dcido nitrico, calor y agua oxigenada; y (c¢) con
acido sulfirico.

En la digestién previa a la determinacién por el complejo de plata [35], se modifica el
catalizador en la mezcla de digestién (metavanadato de amonio por ortovanadato de sodio)
y se refieren todas las masas y voliumenes correspondientes.

Se logré optimizar la puesta a punto del sistema de determinacién por liberacién de
arsina a partir de arsénico inorganico soluble (estrategia i) pero no fue efectivo con los com-
puestos organoaseniacales en estudio cuando estos fueron inmovilizados sobre los materiales
modificados. En cuanto a la adaptacién del método de Fiske-Subbarow (estrategia ii), se
realizaron las curvas de calibracion pre y post mineralizacién a partir de soluciones madre
de APAV. En un primer ensayo, en la post-mineralizacién se obtuvo linealidad hasta 20

Lic. Maria Laura Carbajal



134 Capitulo 6. Ligandos Arseniacales

pg/mly sensibilidad (ensayada) hasta 2 pug/ml con y(assonm) = 0, 0454x(,g/m1) =0, 0135 (R? =
0,9828).

La tercera estrategia propuesta (iii), result6 la més sencilla y sensible, requiriendo muy
baja cantidad de muestra. En clla se establecia determinar la cantidad de As(I1I) disponible
por defecto. Esta tercer estrategia consiste en utilizar la reacciéon de complejacién de los
compuestos de As(IIT) con un exceso conocido de DTT para posteriormente determinar la
cantidad de DTT libre a través de la reaccién de Ellman [42].

El 4cido 5,5 "-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) reacciona con el DTT de acuerdo a la
siguiente reaccion:

CO.H
OH COH HO .
Hs"\/l\/SH - %NQS‘S‘QND: HoI:é + L] NO,

OH HO,C

DTT DTNB DTT ayia 2 NTB (color)

red

En presencia de grupos sulfidrilos, el DTNB se reduce generando una sustancia cro-

mogénica conocida como nitrobenzoato (NTB) (Ec. 6.4).

La oxidacién del DTT involucra dos pasos [37]. El i6n tiolato es el agente reductor
que produce el ataque en medio alcalino (pH 8) sobre el puente disulfuro formando un
disulfuro mixto (Ec. 6.2). Luego se produce la reduccién de la molécula pues la reaccién
de oxidacién del DTT es casi instantédnea ya que involucra la formaciéon de un anillo muy
estable (Keguitiprio=10* M)(Ec. 6.3).

NTB-S-S-NTB(DTNB) + HS-DTT-SH - HS-DTT-S-S-NTB + NTB (6.2)
HS-DTT-S-S-NTB - [277]+ NTB (6.
DNTB + HS-DTT-SH — [J7T|+2 NTB (color) (6.4)

Esta reaccion también ha sido utilizada para cuantificar la cantidad de residuos sulfi-
drilos inmovilizados sobre un soporte sélido, dado que se produce la liberacién del nitro-
benzoato (NTB) al medio [43].

Sin embargo, presenté un comportamiento diferente al esperado. Al determinar la con-
centraciéon de APAO por el agregado de un exceso conocido de DTT se observé que la
reaccion de color se incrementaba con el tiempo (ver discusién en la seccién 6.3.6). Segin
datos de literatura la reaccion DTT-APAO es muy estable por la formacién de un anillo
[34].

6.3.5. Estudio de la reactividad de los compuestos obtenidos

Se estudio la reactividad de los compuestos arseniacales frente a diferentes moléculas
conteniendo tioles cercanos como el §-ME, el DTT y el BAL. La etilendiamina (EDA), la
mono-etanolamina (MEA), la glicina (4cido aminoacético) v el glicerol se encuentran entra
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Figura 6.12 — Estructura de los compuestos organicos utilizados frente a los diferentes com-
puestos arseniacales.

las moléculas de estructura similar a las anteriores pero conteniendo aminas e hidroxilos
en vez de tioles Figura 6.12.

El analisis de la reactividad se realiz6 por diferentes técnicas: RP-HPLC, espectrometria
UV y por reacciones quimicas acopladas (por colorimetria).

Reactividad por HPLC

Mediante RP-HPLC se estudio la interaccion de APAV, APAO y PBMA frente a estas
pequenas moléculas orgdnicas conteniendo o no tioles (mono y ditioles). La reactividad se
evalué observando la aparicion de nuevas especies y correlacionando con la relacion entre
las intensidades (v/o dreas relativas) de los picos cromatogréficos obtenidos variando las
relaciones molares.

Del anélisis por HPLC en los ensayos de APAV frente al 3-ME en ninguna las proporcio-
nes molares ensayadas (1:1 y 1:100) se observé reaccién, en este dltimo caso posiblemente
no hubo reacciéon debido a que se trabajé a temperatura ambiente.

Se observé la presencia de nuevas especies a partir de la interaccién de APA(III) con
los compuestos tidlicos. En la Figura 6.13 se muestran las especies obtenidas con APAO.

Resultados similares se visualizaron con APACI. A medida que se aumenta la proporcion
de grupos tioles, las dreas de los picos cromatograficos fueron también en aumento. Es por
ello que en base a la integracién de los picos cromatograficos, se construyeron las siguientes
graficas, a partir de las cuales se puede obtener informacién acerca de la reactividad y
el grado de conversiéon alcanzados para cada compuesto arseniacal frente a determinada
molécula conteniendo tioles en su estructura.
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Figura 6.13 — Cromatogramas de RP-HPLC de mezclas de reaccién de APAO con (-) B-ME,
(...) DTT, (- -) BAL.

Tanto APACI] y APAO poseen reactividades y porcentajes de conversion similares frente
a moléculas como G-ME, DTT y BAL (Figura 6.14 y Tabla 6.8), derivando ambos a las
mismas nuevas especies (poseen los mismos tiempos de retencién). Cabe aclarar que estas
nuevas especies son distintas entre si, dependiendo su naturaleza de compuesto con tioles del
cual derivan. Podria usarse alternativamente APACI en vez de APAO. En las condiciones
de trabajo evaluadas, APAV no presenta reaccién.

Se necesita menor proporcién molar de los compuestos ditiolicos para alcanzar el 50 %
de conversiéon que para el caso de monotiol. A su vez, el compuesto BAL es el que menor
proporcién molar presenté para interactuar con el APA(IIT) (ya sea APACI o0 APAO). Esto
concuerda con los datos de literatura donde exponen que se formaria un aducto ciclico méas
estable con BAL que el que se forma con el DTT. En una proporcién molar de (1:1) ya se
obtiene con APAO el 80% de conversién y con APACI el 70%. Con DTT, la proporcién
aumenta a 2:1 para obtener el 70% de conversién en el caso de APACL No se puede
decir lo mismo con el APAO dado que hubo puntos experimentales que tuvieron que ser
descartados. Sin embargo, aunque no se pudo obtener esta informacion si se pudo observar
el comportamiento global. En cuanto al §-ME, para ambos compuestos, se requiere una
mayor proporcién molar (4:1) para obtener conversiones del 70 al 80 %.

Para estimar la concentracién efectiva, es decir, cual es la distancia entre dos moléculas
libres en solucién, se recurre al andlisis probabilistico. Mediante la distribucién de Poisson,
se puede explicar el porqué de la efectividad del BAL y del DTT a menor concentracion
comparable a la efectividad del 5-ME a elevadas concentraciones. Por ejemplo, se requiere
de una concentracién de 2 M a 0,5 M de S-ME (a mayor concentracién, menor distancia
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Figura 6.14 — Interaccion de los compuestos arseniacales con ditioles.
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Parametro APACI APAO APAV
Relacién molar As:X en el punto de inflexién
p-ME (50 % é&rea) 1.8 2,3
Rendimiento (% final conversién) 82 74
Relacién molar As:X en el punto de inflexién No presenta
bTT (50 % drea) 1,5 2 reaccién en las
Rendimiento (% final conversién) >75 80 cond1c1on.es de
trabajo
BAL Relacion molar As:X en/ el punto de inflexién 0,6 0,5
(50 % érea)
Rendimiento (% final conversién) 75 86

Tabla 6.8 — Comparacién de reactividades y rendimientos entre APAO, APACl y APAV.

entre moléculas) para encontrar una molécula libre de S-ME a la distancia de 5 a 9 A
(distancia aproximada entre los 4tomos de azufre en la molécula de DTT).

Cuando se realizaron los ensayos de APAO, APAC] y APAV frente a moléculas como
EDA, MEA, glicina, glicerol, de estructura similar a los ditioles y monotioles evaluados
pero con grupos hidroxilo o aminas en vez de los tioles, no se visualizé la aparicion de
ninguna nueva especie y ademas las area relativas por estudios de HPLC permanecieron
en la misma proporcion.

Al incubar PBMA con DTT, sc observa la aparicién de la senales de -ME y de la
especie APAO-DTT, con la desaparicién del PBMA. Esto podria corresponderse con la
formacién de una especie de estructura “biciclo” mas estable que la estructura del PBMA
propuesta. Segun el trabajo de Donoghue, pequenias moléculas sintéticas, péptidos y pro-
teinas con ditioles forman un complejo ciclico de alta afinidad con el compuesto arseniacal
GSAO (compuesto sintetizado en base a APAO) [13]. Esta afinidad disminuye a medida
que aumenta el tamano de la estructura de anillo formada con el arsénico.

Reactividad por espectrofotometria UV

En esta seccion se analizan los espectros UV de algunas de las especies en estudio
(APAO y APAV) en presencia/ausencia de DTT.

Los diferentes espectros obtenidos se muestran en la Figura 6.15. Cabe aclarar que la
leve disminucién en la intensidad de absorcién del “APAV 4+ DTT” se atribuye a un factor
de dilucion.

Bajo las condiciones de trabajo establecidas, se observa que para el caso del APAV, no
se observan cambios en los espectros de absorbancia cuando se le agrega DTT en relacion
equimolar. En cambio, para el APAO se visualiza un corrimiento hacia longitudes de onda
mayores y cambios en la forma del espectro de absorcién.

Los espectros diferencia de los compuestos APACI-GME y APACI-DTT frente APACI
en diferentes condiciones (en HC1 0,1 N; NaOH 0,1 N y buffer Tris-HCI 50 mM pH 9,1)
realizados en el rango entre 200 y 400 nm, no mostraron rasgos diferenciales. Estos son los
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Figura 6.15 — Espectros en UV de mezclas con DTT de APAO y APAV (relacién molar 1:1 en
Hy0:DMSO 3,3%).

pHs generalmente usados para solubilizar al APACI1 y al APAO.

Se prosiguié a realizar una cinética de reaccion sobre el APAO mediante el agregado
de DTT para verificar la transformacién hacia otro compuesto (aducto APAO-DTT). Este
cambio estaria denotado por variaciones en la banda de absorcién caracteristica.

Como se observa en la Figura 6.16, se visualizdé una cinética de interconversién de una
sustancia en otra, representada por el corrimiento de la banda de absorcién caracteristica
del APAO (252 nm) hacia longitudes de onda mayores (259 nm), contando con la presencia
de un punto isoshéstico que nos indica que se estd observando una tnica reaccion.

Al realizar los espectros UV diferenciales de cada compuesto arseniacal pre- y post-
incubacién con DTT, se observa que en el caso del intermediario APACI (Figura 6.17, C)
la longitud de onda méaxima del aducto APACI-DTT es similar a la obtenida en la reacciéon
de APAO-DTT (Figura 6.17, O). APAV no presenta reaccién (Figura 6.17, F).

6.3.6. Reactividad por reacciones acopladas

La reactividad quimica de los derivados arseniacales a los compuestos con mono- y
ditioles es también analizada por medio del ensayo de Ellman. Diferentes cantidades del
ligando son incubadas con una concentraciéon constante de tioles a diferentes pHs. Los
tioles libres remanentes son cuantificados espectrofotométricamente (Figura 6.18) para
as{ determinar las constantes de disociacién en el equilibrio (Kd) de As(III).

Conociendo las concentraciones iniciales de los dos compuestos y determinando la can-
tidad libre de tioles se puede determinar la Kd de la reaccién. Los valores de Kd fueron
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Figura 6.16 — Espectro UV de la interaccién entre APAO y DTT. Cinética de Reaccién.
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Figura 6.17 — Interaccién de precursores con un modelo quimico de dos sulfhidrilos cercanos
(DTT).
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Figura 6.18 — Ecuaciones de los compuestos involucrados en la determinacién de la reactividad
quimica

pH Kd (pM)
APACI-DTT APAO-DTT APAV-DTT
6 6,5 5.0 >1000
7 13,5 1,1 >1000
8 >1000 3,9 >1000

Tabla 6.9 — Tabla comparativa de valores de Kd obtenidos en el estado libre para la reaccién a
diferentes pHs, entre los diferentes compuestos arseniacales y Trx.

calculados mediante el ajuste de los datos experimentales a una regresién no lineal [13],
descrito en el item 6.2.6. En la Figura 6.19 se muestra un grafico representativo de las
determinaciones experimentales realizadas.

En la Tabla 6.9 se exponen las Kd obtenidas APACI, APAO y APAV frente al DTT a
partir de las graficas correspondientes tales como la Figura 6.19. Puede observarse que las
reactividades entre el APACI y el APAO son diferentes en funcién del pH.

A pH 6, la capacidad de unién del APAC]y del APAO al DTT es similar. No obstante,
mientras que APAO mantiene relativamente constante su Kd en el rango de pH entre 6 y
8, para APACI aumenta el orden de Kd a medida que el pH aumenta, siendo que a pH 8
va no reacciona. El APAV no reacciona con DTT en las condiciones de trabajo.

El DTT tiene la capacidad de formar derivados de arsenito, donde los grupos SH son
bloqueados. El agregado de arsenito de sodio (25 veces en exceso sobre la cantidad de DTT)
presenta reaccién completa en 5 minutos a 20 °C y pH 8 [44]. La estabilidad de aductos
As(I1I) con tioles es potenciada si se forman ditioarsenitos ciclicos, lo cual es una evidencia
de ditioles vecinales.

El APAO puede ser aplicado dentro de un rango amplio de pH (4-8) sin pérdida apre-
ciable de la especificidad quimica. Se cree que la reacciéon de APAO involucra la formacion
de aductos 1,3,2-ditioarsenanos con dos sulfihidrilos espaciados adecuadamente. Sin em-
bargo la especificidad quimica y selectividad estructural de esta modificacién no han sido
caracterizadas en detalle. Los ditioles forman ditioarsinas con diferentes afinidades depen-
diendo de la naturaleza del anillo formado. El anillo de 7 miembros formado por 1,4-ditiol
es menos estable que el de 5 y 6 miembros dado por 1,2- y 1,3-ditioles, respectivamente.
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Figura 6.19 — Obtencién de Kd para APAO-DTT pH 6, en solucién. Ajuste de los datos expe-
rimentales.

Por lo tanto, 1,2- v 1,3- se unen con mayor afinidad que 1,4-ditiol. Tanto BAL (1,2-) como
el 4cido lipoico (1,3-ditiol) son més efectivos que el DTT (1,4-), por lo que se utilizan para
reactivar enzimas inhibidas por la accién de As(ITT) y APAO [45]. Existen registros de que
los complejos con ditioarsina formados entre BAL v APAO reaccionan muy lentamente
con DTNB [45]. Siendo que 1,3- es mds estable que 1,4-, entonces es factible el compor-
tamiento entre el complejo DTT-APAO y DTNB, con velocidades de reaccién lentas. Los
resultados obtenidos a diferentes pHs, se encuentran en concordancia con la dependencia
de la reactividad quimica de los componentes de reaccién frente al pH. En la Tabla 6.10 se
exponen valores de Kd obtenidos de diversos trabajos cientificos.

Del analisis de esta tabla surge que las Kd de las reacciones entre los compuestos con
dos tioles (entre ellos péptidos y proteinas con dos cisteinas) y distintos organoarseniaca-
les estan en el orden micromolar. Los valores de Kd obtenidos a pH 7 por el ensayo de
DTNB determinado para APAO-DTT son comparables en orden a los de literatura. No se
encontraron estudios sobre el efecto del pH en literatura.

Se decidi6 realizar una cinética después del agregado del reactivo de Ellman (DTNB).
Los resultados de esta cinética muestran la existencia de dos eventos. Uno muy rapido
(absorbancia a tiempo cero) y otro més lento. El evento répido corresponde a la reaccién
del DTT libre con el DTNB; y el evento lento, a la disociaciéon completa del equilibrio
DTT-APAO por accién del DTNB pues es notablemente marcada la tendencia de la curva
hacia el méximo de disociacién (correspondiente al DTT libre) (Figura 6.20).

Los datos experimentales ajustan a una regresién no lineal del tipo hiperbdlico y = yo+
ax/(b+x), donde a representa al valor y,,q, alcanzado y b al tiempo medio (t3) o tiempo
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Ditiol Compuesto Eilrﬁi) f:(o Kd (M) Met}(r)(;c;llogfa Cita
BAL GSAO 5 0,13 + 0,04 Aijjj?ﬁ : [13]
Acido 6.8 tioctico GSAO 6 0.20 + 0,05 Aijfﬁi{ . [13]
DTT GSAO 7 0,42 + 0,08 Aijj?ﬁ - [13]
Péptido TCGPCL GSAO 15 1,42 + 0,45 A4235]§17{ ] [13]
Péptido TCGHCL, GSAO 15 087+027 Ai}fﬁi{ ; [13]
Tix GSAO 15 0,37 + 0,18 Aijjj?ﬁ : [13]

Rl

s B

Tabla 6.10 — Datos comparativos para Kd obtenidos de bibliograffa.

*Numero de dtomos en la estructura formada con el arsénico; PSAQO: p-succinilamidafenil ar-

sendzido; GSAO: J-(N-(S-glutationilacetil)amino)fenilarsendzido.

— e i e . e ]
——
——— i — —— =

y= 00742 +0,2371 * x
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Figura 6.20 — Cinética de disociacién del APAO-DTT
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en que transcurre el 50% de una conversion.

La ocurrencia de esta segunda reaccién permite realizar la cuantificacion del ligando
inmovilizado de forma a directa a través del DTT complejado en lugar de utilizar las
medidas de DTT por defecto (reaccién a tiempo cero), siendo de esta manera los resultados
méas exactos.

Las ecuaciones de las reacciones propuestas para explicar este fenomeno serian similares
a las descritas por Hamilton y col. [47]:

DTT - APAO + DNTB - NTB - DTT - APAO + NTB (6.5)
NTB-DTT - APAO - [™F]+ APAO + NTB (6.6)
DTT - APAO + DNTB — [§7IT+ APAO + 2NT B(color) (6.7)

La reaccién de intercambio tiol/disulfuro es una forma especial de alquilacién (S-
alquilacién), es facilmente reversible y usada en cromatografia de intercambio i6nico. La
reaccion involucra dos pasos de desplazamiento nucleofilico en el cual se forma un interme-
diario mixto disulfuro. Esta reaccién también puede ser descripta como un proceso redox,
desde que el estado de oxidacién de los atomos de azufre varia hacia disulfuro con una
mayor deficiencia en electrones. La velocidad de esta reaccién aumenta al aumentar el pH.
Una gran cantidad de tiol (exceso) es necesario para reducir disulfuros (Keq ~ 1) y vicever-
sa [48]. Los tioles también se ven involucrados en reacciones de ionizacién (RSH - RS~ +
H*) con pKa en el rango de 8 a 10,5 ya que el i6n tiolato (especie altamente nucleofilica)
existe a pH neutro y levemente alcalino. La dependencia de esta reaccién con el pH se
aplica a tioles alifdticos de bajo peso molecular (por ejemplo, pKagy de S-ME es 9,5 y de
etanolamina es 8,3) y a algunos tioles de proteinas. En el caso del DTT (con pKa 8,3y
9,5) el poder reductor del i6n tiolato aumenta en el rango de pH de 7 a 9,5, aunque a pH
menores es también efectivo.

Para que la reaccién de reduccion o intercambio tiol-disulfuro sea completa es necesario
utilizar un exceso de tiol (RSH) o usar un tiol con potencial redox mucho mas negativo que
el tiol generado por la reduccién. En el caso del -ME como agente reductor, se requiere
por lo menos de 10 veces mas concentracion que para DTT, posiblemente debido a su
(pKag-mr 9,5 vs pKaprr 8,3) y a la probabilidad de potencial redox menos negativo [44].
Los grupos sulfihidrilos de las proteinas tambien son oxidados con un exceso de disulfuros
de bajo peso molecular. Uno de estos reactivos es el DTNB [49].

Con esta informacién sobre las caracteristicas quimicas del As y de los grupos tioles,
puede decirse que el sistema de interaccion entre ellos presenta equilibrios diversos, v que
las especies reactivas predominantes dependen fuertemente del pH y de la naturaleza de
las moléculas, afectando las reactividades y los valores de Kd.

6.3.7. Otros aportes a la reactividad. ..

Se propone ademds realizar una evaluacién del comportamiento de As(III) inorgénico
frente a DTNB a distintos pHs, mediante el siguiente procedimiento:
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1. As(III) (6,2 mg/ml de As;O3) + DTNB (15 mg/ml en DMSO) + 5 minutos de
incubacién a T° amb.

2. Lectura a 410 nm (€4199m, pr7: 14.125 M~tem™!), t = 0 y 24 hs. Volumen final reaccién:
200 pl. Buffer fosfatos (BP) de reaccién: 0,1 M BP, 1 mM EDTA, pH 7 (6 pH 8, 6 pH
6).

Del resultado de la interaccion de As;O3 con DTNB a pH 6, 7 v 8, s6lo presenté reac-
tividad a pH 8. A pHs alcalinos, el As;O3 se encuentra soluble en la forma de arsenito
H3As03 (AseO3 + 40H- — 2 HAsO3; + H,O). Las especies predominantes de As(V) v
As(IIT) a pH 8 son HyAsO; /HAsO7 v H3AsO3/ HyAsOg.

Se pudo observar una correlacién lineal entre la concentracién de As(III) y el NTB
generado (¢ n7B) = 0,8569 X (M as,05) + 0,6924) en el rango 3-30 M evaluado. De
esta forma, se podria titular el arsenito a pH 8 por medio de la reaccién de Ellman.

6.4. Conclusion

Se realizé un nuevo camino sintético para la obtencién de la p-[bis-(hidroxietilmer-
capto)-arsinol-anilina (PBMA), ligando especifico para ditioles vecinales, no descripto en
literatura.

Los datos obtenidos de la caracterizacion espectroscépica por RMN!'H y RMNI3C,
muestran la presencia de carbonos e hidrégenos alifaticos y aromaticos en la relacién ade-
cuada al producto esperado. Fl espectro de masa muestra iones fragmento posibles y el
espectro infrarrojo permitié identificar los grupos funcionales buscados. Toda esta infor-
macion se corresponde con la estructura propuesta para el PBMA.

El ligando amino-fenilarseniacal (APA) puede encontrarse en diferentes estados oxida-
tivos (IIT) y (V), como éxido y dcido, APAO y APAV, respectivamente. En el estado (IIT)
también puede existir como derivado clorado (APACI). Este derivado es un intermediario
de la reaccion de sintesis de APAO a partir de APAV, por lo cual fue necesario sintetizarlo
y caracterizarlo en el laboratorio.

La reactividad quimica a mono y ditioles de los compuestos arseniacales sintetizados
fue estudiada por medio de RP-HPLC, por UV y por reacciones colorimétricas acopladas.

Del analisis de la reactividad del APACI] y del APAO con DTT por espectrofotometria
UV surge que ocurre una tnica reaccién derivando en un tnico compuesto. Los productos
derivados de estas dos reacciones también presentaron por RP-HPLC el mismo tiempo de
retencién, que se asigna al aducto APA(III)-DTT.

Utilizando RP-HPLC se pudo determinar la reactividad y los porcentajes de conversién
para los organoarseniacales sintetizados. En todos los casos estudiados se alcanzo entre un
70% y 80% de conversién utilizando los derivados APA(ILI).

La determinacién en el estado libre del pardmetro termodindmico en el equilibrio (Kd)
de los diferentes compuestos arseniacales frente a moléculas pequenas conteniendo ditioles,
se llevd a cabo por reacciones acopladas. El menor valor de Kd obtenido fue de 1,1 uM a
pH 7 con APAO-DTT que se puede considerar similar a los encontrados en literatura para
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Figura 6.21 — Rutas alternativas para la sintesis de APA(III)-GME (PBMA).

compuestos similares. Se pudo detectar una diferencia de reactividad entre los derivados
APAO y APACIL. A pH 8 el APAO mantiene reactividades similares a las de pHs més
acidos, mientras que el derivado clorado no reacciona.
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Capitulo 7

Inmovilizaciéon de los compuestos
arseniacales y estudio de la
interaccién con proteinas

7.1. Introduccion

El reconocimiento bio-macromolecular, tal como la interaccién antigeno-anticuerpo, es
un fenémeno muy sofisticado de complementariedad entre superficies moleculares. El uso
de esta herramienta bioldgica en la ciencia de los polimeros expande la aplicaciéon de estos
ultimos en el campo de la medicina.

Las técnicas de inmunodiagndstico sobre fase sélida son ampliamente usadas para eva-
luar estados fisiologicos (glucemia, fertilidad, embarazo, etc.) o distintos estados patolégi-
cos, y posibilitan un diagndstico rapido, sensible, simple, especifico y reproducible. En
los soportes utilizados normalmente en los kits de diagnéstico, la adsorcion del material
biolégico de captura al material polimérico se realiza en base a la adsorcién fisica. Las
proteinas que se desnaturalizan facilmente y aquellas que presentan epitopes conformacio-
nales de reconocimiento no pueden ser inmovilizadas de esta manera sobre el soporte ya
que la interaccién fisica puede provocar cambios en su conformacién y con ello alterar las
propiedades inmunoquimicas (Figura 7.1).

En las ultimas décadas, la inmovilizacion de proteinas sobre polimeros, especialmente
anticuerpos y antigenos bacterianos, ha sido descripta utilizando la tecnologia de radiacién
[1, 2, 3, 4, 5]. Sin embargo, en la mayoria de los casos la inmovilizacién no se ha realizado
a través de una orientacion especifica de las proteinas sobre la superficie del polimero.

El crecimiento exponencial de la ingenieria genética ha hecho posible tener disponible
proteinas recombinantes y también nuevas proteinas como son las proteinas de fusién o qui-
meras. Estas ultimas son creadas a partir de la uniéon de dos o mas genes que originalmente
codifican diferentes proteinas. La traduccion de esta unién resulta en una tnica proteina
con propiedades funcionales derivadas de cada una de ellas. Dentro de las proteinas mas
utilizadas para la construccién de proteinas de fusién se encuentra la tiorredoxina (Trx) y
sus mutantes dado su termoestabilidad y propiedades de fécil replegado molecular [6, 7].

La Trx-GADG65 es una proteina de fusion construida a partir de la Trx y la isoforma
de 65 kDa de la dcido glutamico decarboxilasa (GAD65). La GAD proviene de las células
neuroendocrinas y cataliza la sintesis del dcido v-amino butirico (GABA) a partir del
acido glutdmico [7]. La presencia de anticuerpos (GADA) contra esta molécula en la sangre
humana es un indicador temprano dominante de la Diabetes mellitus autoinmune y también

151



152 Capitulo 7. Derivatizacién con Ligando Arseniacal y Aplicaciones

anticuerpos con epitopes
conformacionales

8 [ My A

Diesnaturalizacion

Soporte polimérico orientado

Figura 7.1 — Ventajas de la inmovilizacién orientada de proteinas

del sindrome de Stiff-Man [8]. Dado que la mayoria de los epitopes de GAD65 son del
tipo discontinuo conformacional, el plegado nativo es un factor muy importante en el
reconocimiento molecular de este antigeno por el anticuerpo GADA. Por lo tanto, es de
crucial importancia considerar que la conformacién nativa de GAD puede perderse por
la interaccién inespecifica con la superficie del polimero que se utiliza para el diseno del
método analitico en fase sélida para la deteccién de GADA [9]. Con lo cual el procedimiento
de inmovilizacién de proteina debe preservar y mantener el estado nativo de la GAD.

Si la Trx actuara como puente entre el antigeno y el soporte sélido, evitandose entonces
el contacto directo soporte-antigeno, el uso de una proteina de fusién a Trx es una alter-
nativa al problema del mantenimiento de la conformacion nativa. Y si ademads, el antigeno
asumiera una posicion orientada, se mejoraria la reactividad inmunoquimica.

La inmovilizacién del PBMA tiene entonces como finalidad, la generacién de un mate-
rial que posea especificidad de unién por proteinas que contengan ditioles vecinales en su
estructura como la Trx (Figura 7.2).
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8H SH

Sitlo acthva: Cys-Ghy-Pro-Cys

Figura 7.2 — Interaccién Ligando - Trx

7.2. Materiales y Métodos

7.2.1. Muestras proteicas

Lisado FE.coli sobreexpresado en Trx adecuado a las condiciones de reaccion o Trx
liofilizada (obtenida segiin se detalla en Apéndice B). En el caso de utilizar Trx purificada,
se agrega BSA (1 mg/ml) para evitar adsorciones inespecificas. En todos los casos, se
agrega una alicuota de 3-ME para reducir a la proteina, y se cambia el buffer por medio de
una columna de exclusién molecular (Sephadex G-25, columnas PD10, Pharmacia Biotech,
Suecia).

Lisado F.coli sobreexpresado en TrxGADG65 y TrxGADG65 purificada por resina Thio-
Bond con el agregado de BSA (1 mg/ml) en el buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7; 100 mM NaCl,
1 mM EDTA). La produccién de TrxGADG5 recombinante se detalla en el Apéndice B.

7.2.2. Determinaciones analiticas

Medida de proteinas totales por Método de Bradford y por absorbancia en 280 nm.
Se considera €7,z 280nm: 1,14 (cm.mg/ml)~!. La actividad enzimdtica se determina segun
Holmgren [10] usando un volumen de reaccién final de 1 ml, volumen de muestra de 250
ul (ver téenicas en apéndice C).

7.2.3. Protocolo de inmovilizacion del PBMA

Se utilizaron membranas planas y de fibra hueca modificadas por injerto directo con
GMA y GMA/DMAA.

1. Solucién de reaccién: solucién 150 mM APAV en H,O:DMSO (1:1). Llevar a pH de
reaccion con NaOH 10 N. Burbujear 15 minutos con Ny gaseoso.

2. Agregar esta solucion a tubos de vidrio conteniendo las membranas con injerto. In-
cubacién toda la noche a 40-45 °C.

3. Lavar con una solucién DMSO:H,O (1:1), incubando en bafio a 60 °C (2 x 30 minutos).
Idem con agua destilada.
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4. Reaccién con G-ME (2,5%v/v), en agua o en DMSO:H,O (1:1), 2-3 hs a 60 °C.
Lavados con agua destilada.

5. Preservar en frio (4 °C) con HyO y 5-ME (75 mM).

7.2.4. Control por hidrélisis acida del grupo epéxido (membra-
nas H)

Incubar las membranas con injerto en dcido sulfiirico 0,5 M (1 N); a 80 °C por 2 hs.
Lavados con agua destilada.

7.2.5. Control por inactivacion del grupo epéxido por -ME
(membranas E)

Incubar las membranas con injerto con 3-ME en agua o en DMSO:H,0O (1:1) (100 mM
62,5% v/v); 2,5 hs a 60°C. Lavados con agua destilada.

7.2.6. Cuantificacion de As total

La técnica se describe en la seccién 6.2.6 del capitulo VI. Se determina arsénico total
luego de una mineralizacién sulfo-nitro-percldrica (oxidacién por via himeda) de materia
organica.

Procedimiento:

1. Se mide, corta y prepara el material (membranas modificadas) y se coloca en tubos
de vidrio con condensador a la salida.

2. Se agrega HNOj3 cc v se incuba 16 hs a temperatura ambiente
3. Se anade el HCIO, cc v el HySO,4 cc y se mantiene 4 hs a 70-80 °C

4. Se sube la temperatura a 120 °C y se mantiene 1 h. Si no se observa mineralizacién,
se aumenta la temperatura hasta 180 °C.

Proporcién en la mezcla de digestién: 3/4 partes de HNOj3 cc (65%); 1/10 parte de
H,SO, cc (98 %); 1/20 parte de HC1O4 cc (70%) y 1/10 parte de muestra. Curva patrén
con APAV (0 a 15 pug).

7.2.7. Cuantificacion de As por la técnica de Ellman modificada
Procedimiento:

1. Incubacién de las membranas modificadas en 0,5 ml de DTT 100 mM (50 gmoles por
tubo de reaccién) toda la noche en agitacion.
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2. Lavados exhaustivos con agua destilada

3. Reaccién de Ellman: en el tubo de reaccién colocar 490 pl de agua destilada, 1 cm
de membrana y 100 pl de BP 100 mM, pH 8. Por ultimo agregar 6 yul del reactivo
de Ellman. Mantener en agitacién y a temperatura ambiente. Se evalian distintos
tiempos de reaccion.

Calculos:
_ (Al

A425nm corregida — (A425nm - Aiogfmm)membrana—As - (Aié5nm - A51025nm)membrana—H (71)
[DTT] = A425nm corregida/€425nm, NTB *07 5) *Vf/vmtra *1000mM/]\1 = [PBMA] (72)

Donde: €495nm, nTp €s 12400 M~tem~t; 606 ul es el V¢ (volumen final en el tubo de
reaccion); V4 es el volumen de membrana. El factor 0,5 se corresponde con que por cada
mol de NTB se consume 1/2 mol de DTNB.

7.2.8. Determinacion de la Capacidad maxima de Adsorcion es-
pecifica a Trx

1. Lavados de la membrana con el buffer BP¢,.

2. Incubacién de la muestra proteica con la membrana, toda la noche a 4 °C y en
agitacién.

3. Lavados con buffer BP¢,,; hasta Asgpum en solucién menor que 0,005.

4. Elucién con #-ME (100 mM concentracién final) y buffer BP¢,,. Incubacién toda la
noche, en agitacién, a temperatura ambiente.

5. Extraccion de alicuotas pre- v post- incubaciones, para luego realizar las determina-
ciones analiticas.

Buffer para Capacidad a Arsénicas (BP¢,,): Buffer fosfato (30 mM fosfatos; 200
mM NaCl; 1 mM EDTA; pH 7.,5)

7.2.9. Determinacién de la Especificidad

Se utiliza una adaptacién del protocolo de revelado de la técnica de Western blot [11].

1. Incubacién de las membranas modificadas con la proteina (Trx 6 TrxGADG65) en
agitacién a 4 °C, toda la noche.

2. Lavados con Buffer de Lavado

3. Lavados con Buffer de Bloqueo.
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4. Reaccién de blotting con anticuerpos de conejo anti-Trx y antisuero anti-conejo conju-
gado con peroxidasa (Px) para Trx. Para TrxGAD65, con anticuerpos monoclonales
de ratén direccionados a GAD65 (GADG6, Developmental Studies Hybridoma Bank,
Universidad de Towa, Iowa, USA) y antisuero de conejo anti-ratén conjugado con
Px (IgG-HRP P260 para Mab TrxGAD65, Santa Cruz, CA. USA). Los anticuerpos
fueron gentilmente donados por el Laboratorio del Dr. Ermécora, UNQ). Posterior a
cada incubacién con anticuerpos se realizan lavados con buffer de Lavado.

5. Revelado a temperatura ambiente con a-cloronaftol (18 mg en 6 ml de metanol y
30 ml de TBS) v HyO,y (al 30%, 30 ul), protegiendo de la luz inmediatamente y
manteniendo en agitacion.

Buffers: (a) Buffer de Bloqueo: Buffer TBS (Tris base 6 g/L, NaCl 11,69 g/L; pH 7,4),
3% leche en polvo descremada (LPD); (b) Buffer de Lavado: TBS, Tween20 0,05 %:; (c)
Buffer de incubacién de anticuerpos: TBS, LPD 3%, Tween 0,05 %.

7.2.10. Tratamiento de Deshidratacion y Rehidratacion

1. Secado: lavado con metanol, secado a temperatura ambiente.

2. Reactivacién: Pre-incubacién con G-ME 500 mM toda la noche, 6 2 hs a 50 °C.
Lavados con buffer buffer fosfato 30 mM; NaCl 200 mM; pH 7, en agitacién.

7.2.11. Analisis cinético y de union en el equilibrio en el estado
solido. Estudio de la interaccion As-Proteina

El acoplamiento a la superficie del sensor se produce entre los grupos carboxilatos del
carboximetildextrano (CMD) y el grupo amino primario de la molécula de APA(III) via la
quimica de etanolamina/succinimida (EDC/NHS). La concentracién a testear de ligando
para optimizar (a pH éptimo) es entre 5-50 ug/ml. Primero se evalia la concentracién de
ligando y el tiempo de incubacién por medio de interaccién electrostdtica (sin activar). Lue-
go se procede a inmovilizar activando la matriz. Después de la inmovilizacion del ligando
sobre la placa del biosensor, se procede a evaluar el sistema frente a distintas concentra-
ciones de proteina (con y sin 3-ME). Los sensogramas son obtenidos y analizados a partir
de las series de puntos experimentales por medio del programa IAsys del equipo.

Procedimiento:

Ciclos de regeneracién: 1) Activacién con 3-ME; 2) Lavados con PBST; 3) acondicio-
namiento con PBST + 3-ME 2 mM; 4) incubacién con Trx + 2 mM S-ME; 5) Elucién con
B-ME 100 mM; 6) Pulso de HCI 10 mM + lavados con PBST.
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Materiales

Proteina Trx en PBST. Concentraciones a ensayar: 2 mg/ml; 1,5 mg/ml, 1 mg/ml. Con
y sin agregado de S-ME 2 mM.

PBST: Buffer fosfatos salino + Tween, pH 7.

Buffer de inmovilizacién AcONa: Buffer acetato de sodio 10 mM, pH 5,0.

Buffer fosfato salino (PBS): cloruro de sodio 7,650 g; Fosfato disédico 0,724 g; Fosfato
monopotasico 0,210 g; pH 7,2 en 1 litro de agua destilada (bioMerieux, Ref. 75511, 4 x
1L).

7.3. Resultados y Discusion

7.3.1. Inmovilizacién y sintesis del ligando in situ

Los inconvenientes de la inmovilizacién APAO (precursor cldsico) son (i) la inestabilidad
quimica del ligando por oxidacién del As (III) a As (V) y su consecuente inactivacién, (ii)
que presenta insolubilidad en medio neutro/alcalino (condiciones 6ptimas incorporacién al
soporte) v ademds (iii) presenta equilibrio cetoendlico y oligomerizacion.

Dado los resultados obtenidos en el capitulo anterior, donde la reaccién de obtencién
de PBMA a partir de APAV es completa y ocurre en condiciones suaves de reaccién, y
siendo que los derivados As(I1T) son més inestables tendiendo a la oxidacién, se plantea en
este capitulo la sintesis directa sobre el soporte sélido a partir del derivado APAV.

La reacciéon de inmovilizacion del PBMA se realiza sobre las diferentes membranas
activadas previamente por polimerizacién por injerto (desarrolladas en el capitulo 1V).
Esta reaccién involucra en primer término a la inmovilizacién del precursor en membranas
epoxi-activadas. La recaccién de adicién del precursor en los diferentes copolimeros es por
medio de una sustitucién nucleofilica SNy, donde tanto el grupo amino del acido arsanilico
como el grupo tiol del S-ME atacan al grupo epé6xido reactivo del copolimero (nucleéfilo).
Como controles negativos se desarrollaron dos tipos de membranas (H y E, Figura 7.3) en
las cuales este grupo es inactivado. Llevada a cabo la reaccién de inmovilizacién se procede
con la reaccién de sintesis en fase sélida (sintesis in situ) mediante el agregado de 3-ME,
en similitud a la reaccién de sintesis en solucién (seccién 6.3.2 del capitulo VI).

En la Figura 7.3, se esquematizan las posibles reacciones sobre el soporte modificado
(A). Entre ellas se encuentran la reaccién de adicién del precursor (F) y la posterior sintesis
del ligando y bloqueo de grupos epdxido residuales (P), asi como también las reacciones pa-
ra generar los controles negativos ya sea por hidrélisis dcida con HySO,4 (H) o por agregado
de 5-ME (E).

Se utilizaron las membranas G1 y GD1 (Tabla 7.1) sobre las cuales se realizaron la
inmovilizacién del ligando (C) y las reacciones control (H y E) de acuerdo a la descripcién
de la Figura 7.3.

En primera instancia, una vez sintetizado el PBMA in situ sobre las membranas mo-
dificadas se debe confirmar la potencialidad de este ligando para unir especificamente pro-
tefnas. Para ello, como primera evaluacién, membranas con PBMA (GD1-C) y membranas
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Figura 7.3 — Reacciones de inmovilizacién y sintesis del ligando.

Composicion del Copolimero G.I.% GMA:DMAA

G1 (GMA) 20%
GD1 (GMA:DMAA) 18% 0,2
GD2 (GMA:DMAA) 29% 0.4

Tabla 7.1 — Diferentes copolimeros sometidos a pruebas de capacidad y blotting.
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Condicién de Condicién G1 GD1 GD2
reaccion de vH , )
(ot basg & 1 Fig. 7.3) ep (GMA) (GMA/DMAA) (GMA<<DMAA)
Reaccién F pH 5 +/- +/- -
. pH 8,5 +/- +/- +/-
(sin -ME)
pH 12 +/- +/- +/-
Control H - - -
Reaccién P I;—IH855 e T I
(con A-ME) pH 8, ++ 4+ +++
pH 12 ++ ++ ++
Control E - - -

Tabla 7.2 — Resultados del blotting en la optimizacién de las condiciones de reaccién. Siendo
+++: azul intenso ++: azul +:azul claro +/-: gris -: blanco. Fuente proteica: Lisado de E.coli
sobreexpresado en Trx.

control (GD1-H) se incubaron con Trx recombinante purificada y luego se determiné la pre-
sencia/ausencia de esta proteina sobre las membranas mediante ¢l revelado de la técnica
de Western blot utilizando anticuerpos anti-Trx.

El tiempo vy temperatura de la reaccién de sintesis se establecieron en base a datos de
bibliografia sobre inmovilizacién de anilina a soportes epoxi-activados [12].

Luego se evaluaron estas condiciones sobre los otros dos tipos de membranas desarrolla-
dos previamente (G1 y GD2, Tabla 7.1) para determinar cual resulta mas adecuado como
soporte para el PBMA.

Una vez establecida la potencialidad del PBMA para unir especificamente Trx se prosi-
guié a optimizar el pH para su sintesis en fase solida. Se realiz6 la sintesis sobre membranas
GD en tres condiciones de pH diferentes (pH 5, pH 8,5 v pH 12). La visualizacién de las
proteinas inmovilizadas se realiza mediante el revelado de la técnica de Western blot uti-
lizando un lisado celular sobreexpresado en Trx.

Segun los resultados expuestos en la Tabla 7.2, es conveniente realizar la reaccién de
inmovilizacién a pH 5, aunque también puede ser a pH 8,5. El copolimero DMAA/GMA
(GD1 y GD2) presenta mejores condiciones que el copolimero GMA (G). Este resultado
coincide con los resultados obtenidos en capitulos anteriores, ya que con el agregado de
DMAA (monémero maés hidrofilico y por lo tanto més soluble) sobre los materiales se
contrarresta el caracter hidrofébico que le confiere la adicién del ligando y se logra un
copolimero con una capacidad de adsorcién mejorada.

La especificidad es debida a la presencia del ligando ya que en su ausencia (H y E,
Figura 7.3) no se observa una senal positiva por Western blot. También se observa que
para el caso de membranas con el precursor inmovilizado (reaccién parcial F, Figura 7.3)
tampoco da reaccién positiva.

Se propusieron ademds otras rutas alternativas de inmovilizacién de precursores de
PBMA (Figura 7.4) que fueron evaluadas por las mismas técnicas.
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Figura 7.4 — Alternativas de inmovilizacién de precursores.

7.3.2. Cuantificacién de As total

La determinaciéon de As total inmovilizado en los materiales no fue posible. El paso de
mineralizacién de los materiales presenté serios inconvenientes ya que la PSf es altamente
resistente al medio acido y oxidante. Cabe senalar que dada la alta estabilidad fisica y
quimica del polimero hasta el momento no fue posible solubilizar la matriz sin destruir la
estructura del ligando unido covalentemente.

La mineralizacion sulfo-nitro-perclérica posee la desventaja de que a medida que el
acido nitrico se consume, comienza a manifestarse el efecto deshidratante y oxidativo del
acido sulftrico que se traduce en la liberaciéon de vapores de diéxido de azufre y comienzo
de la carbonizacién, al modificarse las condiciones del medio (de oxidante se hace reductor)
ciertos elementos pueden eliminarse, parcial o totalmente, por volatilizacién como es el caso
del arsénico.
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7.3.3. Cuantificacién de As(III) inmovilizado por la técnica de
Ellman modificada

El As(IIl) inmovilizado reacciona con sulfuros, en algunos casos formando un aducto
estable (Esquema de Reaccién I). Asi, la cantidad de As de la matriz puede cuantificarse
indirectamente por medio de la liberacién de TNB en solucién resultante de la reaccién del
DNTB con sulfuros remanentes o directamente por desplazamiento del DTT tal como fue
estudiado en el capitulo previo.

Reaccion I
SH SH
OH S— OH
—R 4 + OH —™ R i GH
~ HO e HO
o SH 5 OH SH
l red
DTT exceso DTT
(concentracion conocida) (remanente)

Por lo tanto para la cuantificacién del ligando inmovilizado se procedié a saturar los
materiales modificados con PBMA con una solucién de DTT y después de un exhaustivo
lavado, se incuba con DTNB hasta que se mantenga constante la absorbancia en 425 nm.

Es importante destacar que las matrices cromatograficas comerciales como la Thio-
bond®) son inactivadas irreversiblemente por el DTT con la pérdida de la vida 1til de la
matriz [13]. Este resultado abre la oportunidad de regeneracién de este tipo de soportes
cromatograficos. Ademads, estos resultados coinciden con lo discutido en la seccion 6.3.6 del
capitulo VI sobre el trabajo de Kalef [14].

En la Tabla 7.3 se¢ muestran los resultados de la inmovilizacién de APAO sobre membra-
nas de PSf injertados con GMA como se describe en el capitulo IV. Cantidades progresivas
mayores de APAO también fueron encontradas en materiales con grado de injerto mayor.
Sin embargo, en este caso, el rendimiento de reaccién es menor que en el caso de IDA. La
densidad de APAO fue de 2 a 5 veces menor que la obtenida para el IDA. Este efecto es
asignado a la naturaleza mas hidrofébica de este ligando y a la estructura tridimensional.
El mismo resultado se observa cuando es inmovilizado APAV y se deriva a PBMA.

En las membranas con mayor grado de injerto, el As(Ill) disponible determinado por
la técnica de injerto aumenta proporcionalmente y luego satura a partir de 40 % GI.

La densidad de ligando fue significativamente diferente cuando se modificé el polimero
injertado. El copolimero més hidrofilico (pGMA-co-DMAA) incorporé més ligando que el
de pGMA (Figura 7.5). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el capitulo II,
aunque la técnica de modificacion del polimero utilizada fue diferente y el grado de injerto
en este caso es 10 veces menor al utilizado previamente.

La densidad final de ligando obtenida fue equivalente para dos condiciones de sintesis
diferente.

En otros trabajos donde se inmoviliza APAO sobre diferentes matrices mediante dife-
rentes técnicas se obtuvieron de 4 a 14 pmol As(ITI)/ gramo de gel himedo (Sheparose
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APAO (O) PBMA (F)
Tipo de Material GI (%)  Densidad APA(III) Densidad APA(ITI)
(pmol/ml memb) (pmol/ml memb)
PSf-GMA 12 49 24
PSE-GMA 30 74 27
PSt-GMA 42 85 29
PSI-GMA 58 89 nd

Tabla 7.3 — Densidad de APA(III) obtenido a partir de las rutas sintéticas O y F propuestas
sobre PSf macroporosa injertada con GMA.

120

100 -

80 -

60 -

40 -

Ligando As(lll) (% relativo)

20 -

GMA-H GMA-O GMA-F G/D-H G/D-O GI/D-F

Soporte modificado

Figura 7.5 — Densidad de ligando inmovilizado (soporte - precursor) en % relativo. Soportes:
PSf-GMA y PSf-GD. En bordd cuadriculado, PBMA a partir de APAO + (-ME; en amarillo
PBMA a partir de APAV + B-ME; en azul rayado, control por hidrdlisis dcida.
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4BCL- APAO) [14] y 4 pmol As/ml gel (Sheparose 4B- APAO) [15].

7.3.4. Especificidad y capacidad de adsorcion de proteinas
Evaluacién de la adsorcién de la Trx sobre los soportes (con PBMA)

Para evaluar si las membranas desarrolladas son aptas como soporte para cromatografia
se realiza un ensayo para determinar la capacidad de adsorcion especifica a Trx en distintas
condiciones.

Las membranas modificadas son expuestas a una concentracion saturante de Trx el
tiempo suficiente (10 hs) como para que se establezca un equilibrio entre la Trx libre y la
unida a la matriz. El volumen de membrana utilizado en todos los caso fue de 0,4 ml.

Luego de la saturacién total de las membranas con la muestra, se determiné la masa
de Trx en la elucién para membranas con ligando (G1-C) y control (G1-E), mediante la
diferencia entre estos valores obtenidos se calcula la Capacidad de Adsorcion especifica
y reversible que resulté en 1,36 mg Trx/ml matriz. La capacidad asignada a adsorcién
inespecifica fue despreciable (control G1-E).

Evaluacién de la especificidad de los soportes

Se evalia la especificidad a Trx mediante la técnica de blot modificada [11]. En la
Figura 7.6 se muestran los resultados de las pruebas de blotting de las distintas membranas
que fueron expuestas previamente a una solucién de Trx. Tanto las membranas control (H
y E) como el blanco de reaccién dieron resultado negativo, con esto se descarta adsorcién
inespecifica de la Trx, y que es necesario la presencia del ligando para que exista interaccion
con esta proteina.

La reacciones de blotting, altamente especificas a Trx, permitieron demostrar inequivo-
camente la presencia del PBMA inmovilizado in situ (membranas C). Tanto las membranas
sin ligando (H y E) como las que tienen inmovilizado el precursor (B) no presentaron senal
positiva de presencia de Trx.

Las membranas de GD1-C presentaron una densidad de color mayor que las G1-C a
iguales condiciones de trabajo (Figura 7.6). Este resultado implica la presencia de una
mayor cantidad de proteina Trx interactuando con la matriz.

En cuanto a la configuracion, la homogeneidad en el color debido a la presencia de la
proteina se puedo observar sin lugar a dudas en las membranas planas (Figura 7.6). En la
configuracion de fibra hueca, el resultado positivo fue considerado cuando presenté homo-
geneidad en toda la superficie (indicado con flechas). La presencia de coloracién dispersa
se asigné a inconvenientes con los lavados.

Continuando con la evaluacién, sobre las membranas de GMA/DMAA (GD1-C) se es-
timé la minima cantidad de Trx detectable por unidad de superficie de membrana. Esta
estimacion se realizé por medio de un ensayo de diluciones seriadas donde la sensibilidad
estd limitada a la propia del método colorimétrico utilizado. Este procedimiento colo-
rimétrico de deteccién involucra el uso de un anticuerpo antiTrx seguido de un segundo
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N W T

H H GD GD G G G GD H
/'Trx)  (¢/Trx) (/ITrx) (s/Trx)  (s/Trx) (c/Trx)

Figura 7.6 — Resultados del blotting para ambas configuraciones (fibra hueca y l4mina plana)

Condicion Blotting
Membranas humedas GD1-C ++
Membranas secas GD1-C +
Membranas humedas G1-C +
Membranas sccas G1-C +/-

Control GD1-E -
Control Blanco -

Tabla 7.4 — Resultados del Tratamiento de Rehidratacion. Siendo ++: azul; +: azul claro; +/-:
gris; -: blanco

anticuerpo peroxidasa conjugado. El valor obtenido fue de 0,5 ng de Trx sobre 1 cm? de
membrana de afinidad.

Ensayo de deshidratacion y rehidratacion

Con el objetivo de estudiar la estabilidad de la proteina inmovilizada y cual es la mejor
forma de almacenar el material derivatizado, todas las membranas desarrolladas se someten
a un tratamiento de deshidratacién/rehidratacién para asi evaluar su eficiencia luego de la
reconstitucion. Se evalua si es factible su preservacion en seco.

Las membranas con el tratamiento de rehidratacién presentaron resultado positivo pero
con menor intensidad que las membranas que no lo sufrieron (Tabla 7.4).

Por lo tanto, no conviene deshidratar las membranas porque se obtiene una respuesta
menor luego de la rehidratacién del polimero.

7.3.5. Inmovilizacién orientada de HP-rTrx

Con el objetivo de demostrar la inmovilizacion a través de sitios especificos al polimero,
se comparan los sistemas de inmovilizacién (i) a través de un patch de histidinas y (ii)
a través de las Cys del sitio activo. Es de interés notar que las mutantes de His patch
tioredoxina (HP-rTrx) se unen tan bien a cobre como a niquel, aunque ambos metales
poseen diferentes tamafios y sitios de coordinacién. Esto sugiere que los grupos ligantes en
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Figura 7.7 — Esquemas propucstos para la interaccién de HP-rTrx al material-TDA-Ni?* y
material-APAO. Los grupos sulfihidrilos en HP-rTrx estdn involucrados en el sitio activo de la
enzima.

Tipo de Material Pre-incubacion Presencia de HP-rTrx

GMA-PSf HP-rTrx -
IDA-PSf HP-rTrx -
IDA-Ni2*+-PSf - -
IDA-Ni2*-PSf HP-rTrx +
PAO-PSf - -
PAO-PSf HP-rTrx +

Tabla 7.5 — Presencia de HP-rTrx sobre los soportes poliméricos por inmunodetecciéon con
anticuerpos especificos.

los mutantes poseen suficiente flexibilidad conformacional para adaptarse en la unién a los
distintos metales [6].

Para ello se sintetiz6 PSf-IDA-Ni(II) segin se describe en capitulos previos y PSf-APAO.
Ambos tipos de materiales de afinidad, APAO e IDA-Ni?*, son utilizados para inmovilizar a
la proteina HP-rTrx por dos mecanismos diferentes descriptos en la Figura 7.7. La principal
diferencia entre ellos es que, en PSf-APAO, la HP-rTrx tiene el sitio activo bloqueado.

En la Tabla 7.5 se esquematiza la condicién de pre-incubacién y combinacién de ma-
teriales con HP-rTrx. Asi, el procedimiento es realizado sumergiendo los materiales en la
solucién de HP-rTrx en el buffer apropiado descrito en Materiales y Métodos. Después
de un procedimiento de lavados intensivos, ambos materiales muestran la presencia de
HP-rTrx por medio del revelado de Western blot.

Adicionalmente, se adapta la técnica de determinacién enzimética con deteccion fluo-
rescente a muestras sélidas (descripta en Apéndice C). La HP-r'Trx cataliza la reduccién
de los dos puentes disulfuros intercatenarios de la insulina, produciéndose la escision de
ésta en sus dos cadenas constitutivas A y B. El resultado final es el incremento en la fluo-
rescencia especifica en funcién del tiempo cuando se desarrolla una reaccién homogénea
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(Figura 7.8, Trx libre). Ademds, Heuck y Wolosiuk reportaron la presencia de un periodo
de retardo corto previo al minuto de reaccién, donde es observada una disminucién en
la intensidad de emision en la florescencia como consecuencia de especies intermediarias
transientes [16]. Este periodo de retardo no es detectado para HP-rTrx libre (Figura 7.8)
como consecuencia del tiempo de muestreo. Sin embargo. este efecto es representativo para
la HP-rTrx inmovilizada sobre el material Ni2+-IDA. Estudios futuros deberian ser llevados
a cabo para un andlisis profundo del mecanismo de reaccién enzimatica involucrado sobre
la fase sdlida.

Los diferentes materiales expuestos en la Tabla 7.5, preincubados o no con HP-rTrx,
son utilizados para medir la actividad de la HP-r'Trx inmovilizada. En la Figura 7.8 se
muestra la variacién de la insulina fluorescente que indica la actividad de HP-r'Trx sobre
los distintos materiales. En el caso de los materiales conteniendo IDA-Ni%?*, donde la HP-
r'Trx es inmovilizada a través de su patch de histidinas quedando el motivo con sulfihidrilos
(el sitio activo) libre para catalizar la reduccién de di-FTC-Insulina, se observé actividad
enzimatica. Por el contrario, no se detectaron cambios en la fluorescencia de di-FTC-
Insulina para el material con GMA hidrolizado ni para el material con IDA pero sin el ién
metdlico, que fueron también pre-incubados con una solucién de HP-rTrx. Estos controles
negativos son utilizados para descartar uniones inespecificas de la di-FTC-Insulina.

Tampoco se detecta actividad en el caso del material con APAO (Figura 7.8) ya que
HP-rTrx interactia con el As(III) por medio del sitio activo. Una prueba adicional realizada
previo a la determinacion de la actividad enzimédtica sobre el material IDA-Ni?*-HP-rTrx,
fue preincubar el sistema con una solucién de APAO observandose inhibicién de la actividad
(se bloquea el sitio activo)

7.3.6. Analisis cinético y de union en el equilibrio en el estado
solido. Estudio de la interaccién As-Proteina

Tanto la capacidad de unién en el equilibrio como las cinéticas de asociacién/disociacién
en el estado sélido, son analizadas mediante el Biosensor IAsys®).

Este equipo se basa en la técnica espectroscépica de Resonancia de Plasmones de Su-
perficie (SPR), donde la deteccién de eventos de asociacién y disociaciéon de moléculas se
asocian a cambios en la masa sobre la superficie del sensor, y comunmente es utilizado
en el estudio de la interaccion proteina - proteina. El ligando arseniacal es inmovilizado
sobre la superficie del carboximetildextrano (CMDextran) via la quimica de EDC/NHS.
En literatura no se han encontrado ejemplos del uso con compuestos arseniacales, pero en
el manual del equipo se cita la posibilidad de su uso con moléculas organicas aunque no
especifica cuales.

Usando CMD y la quimica de NHS/EDC se logré inmovilizar con éxito compuestos
organo-arsénicales APAO y APACIL El APAO exhibié un bajo rendimiento debido a su
baja solubilidad, presentando ademés una gran tendencia a oxidarse y perder actividad.
En cambio el derivado clorado permanecié estable.

Utilizando APACI como ligando inmovilizado v HP-rTrx como molécula blanco, se
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Figura 7.8 — Cinética sobre la fluorescencia de la di-FTC-Insulina por efecto de la reduccién
bioquimica. Cambios en la fluorescencia son catalizados por HP-rTrz libre (v) o inmowvilizada
sobre el material-IDA-Cu**, grado de injerto 40 % (w) y HP-rTrz inmovilizada sobre el material-
APAO, con grado de injerto 24 % (o). El material-GMA hidrolizado, preincubado con HP-rTrz
(0) no presenta cambios en la fluorescencia en el transcurso del tiempo.

obtuvieron las constantes de disociacién (kg;ss) v de asociacién (kqss) para el sistema. El
oxigeno result6 una interferencia importante aumentando la desviacién estandar (SD) de las
medidas. Los estudios realizados en atmésfera de nitrégeno presentaron un comportamiento
mas cstable.

Los datos de las constantes cinéticas se obtuvieron a partir de graficas de K,,, vs con-
centracién como las que se muestran en la Figura 7.9. Donde K,,, representa una constante
aparente o de pseudo primer orden dependiente de la concentracién (Ko, = kgiss + Kass ™
[ligando]). Las constantes kg;ss v kass para el sistema resultaron entre 10-2 - 10~! st y 103
- 10* M~1s71, respectivamente, con 15-20% de SD.

A partir de las isotermas de adsorcién realizadas a cada pH, se obtienen las Kd que se
muestran en la Tabla 7.6. A continuacién se muestra como ejemplo, la isoterma determinada
a pH 6 (Figura 7.10).

Los valores de Kd para HP-rIrx en el estado sélido fueron similares a pHs en rango de
6 a 8. No se presentan grandes cambios, siendo Kd en el orden de 100 uM (Tabla 7.6 y
Figura 7.11).

No se encontraron datos de literatura sobre Kd de proteinas con APA(III) en esta-
do solido. En la Tabla 7.7 se muestran valores de literatura obtenidos para sistemas en
solucién. De la comparacion con los valores de Kd experimentales obtenidos, se observa
una diferencia de un orden de magnitud menor a los obtenidos y de hasta 100 veces para
arsénico inorganico.
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Figura 7.9 — Gréfica a partir de las cuales el sistema TAsys calcula las constantes de velocidad
de asociacién y disociacién para la interaccién entre Trx y APACI.
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Figura 7.10 — Isoterma de adsorcién de Trx a APACI a pH 6.

Lic. Maria Laura Carbajal



7.3. Resultados y Discusién 169

pH Kd (yM) SD

60 068 =331
65 1049 +515
70 735 +17.9
80 1320 +213

Tabla 7.6 — Tabla comparativa de valores de Kd obtenidos en el Biosensor para la reaccién entre
APACI y Trx a diferentes pHs

200

B Trx-APACI

150 4

100 4

KD {uM}

50 4

55 6,0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5
pH ()

Figura 7.11 — Evaluacién de Kd en funcién del pH - Estado sélido

Constantes ,
. . Compuesto Kd . Metodologia y
Proteina/péptido arseniacal (M) cuzi’fll_class_ %On DIl Ref.
Péptido 3 Espectroscopia
(20aa; CXXC) PSAO 0,05 + 0,02 1420 + 120 UV (Asoonm) [17]
Péptido 7 Espect i
(26()I);a-OCXXC) PSAO 0,09 + 0,03 93910 + 300 US\I,’G(CAZESCOID)M [17]
9 nm
Péptido 19 [ As] Radiomarcado;
(24aa; 1 SH libre) arsenito 124 Nd pH 7,5 18]
Péptido DTNB, A412nm’
1,42 + 0,45 N ’ ’ 19
TCGPCL GSAO A2 + d OH 7 [19]
i‘g’gﬁ‘éL GSAO 0,87 + 0,27 Nd ng I;IB’ Adiznmi 1)
Trx GSAO 0,37 + 0,18 Nd DINB. Raznmi g
pH7

Tabla 7.7 — Kd en solucién de proteinas de unién a arsénico (I1I) obtenidas de literatura.
Siendo GSAQO: 4-(N-(S-glutationilacetil) amino) fenil arsendzido; PSAO: p-succinilamido fenil
arsendzido. Observacidn: Péptidos sin Cys, Kd > 9600 uM [18].
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Figura 7.12 — Interaccién Ligando - Trx/ proteina fusién

La posible explicacién de esta menor afinidad encontrada puede deberse a impedimentos
estéricos por la presencia del soporte solido. Esta hipétesis también concuerda con el hecho
de que las k., determinadas son del mismo orden de magnitud que las registradas en
solucién (ver Tabla 7.7) por lo que el aumento en la Kd se debe al aumento de la velocidad
de disociacién.

7.3.7. Inmovilizaciéon de proteinas de fusion a Trx

La inmovilizacién de Trx-GADG65 sobre el polimero modificado encuentra entre sus
objetivos mantener la estabilidad de la estructura nativa de la proteina (preservando su
actividad enzimatica y la exposicién de los epitopes conformacionales requeridos para cl
reconocimiento biolégico). La Trx posee actividad protein disulfuro reductasa, dada por la
presencia del motivo estructural C-X-X-C en su sitio activo. Proteinas de fusion a Trx y
otras proteinas que contengan un motivo estructural similar, presentarian el mismo compor-
tamiento frente a los compuestos arseniacales en estado sélido (Figura 7.12). Las proteinas
escogidas para el estudio de interaccion con los compuestos organoarseniacales son Trx de
Escherichia coli y una proteina de fusion a Trx, la Trx-GAD65 humana.

La 4cido glutdmico decarboxilasa65-Tioredoxina (TrxGADG65), fue previamente desa-
rrollada por los grupos del Dr. Poskus y Dr. Erméacora como antigeno efectivo para la
deteccién de anticuerpos anti GAD (GADA), para su aplicacién en la deteccién precoz
de la Diabetes Mellitus Insulinodependiente (DMID) [7, 9]. Esta proteina de fusién en el
estado conformacional apropiado, asi como la GAD, es reconocida por GADA ya que este
reconoce epitopes conformacionales.

La creacién de esta proteina de fusiéon permitio el desarrollo de variantes optimizadas de
enzimoinmunoensayos (ELISA). Sin embargo, uno de los principales inconvenientes de estos
sistemas es la inestabilidad propia de la GAD (proteina de membrana) y la necesidad de
reconocimiento de epitopes conformacionales, que derivan en la dificultad para establecer
una cstandarizacion del ensayo.

La GAD cataliza la decarboxilacién del dcido glutamico y como productos finales se
obtienen dcido y-aminobutirico (GABA) y CO,. El ensayo de referencia para la determi-
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Condiciones
(I) Antigeno: Tre-GADES
C Abl anti GADES
AbZ anti ratén-peroxidasa

(IT) Antigeno: Trx
F Abl anti Trx
AbZ anti conejo-peroxidasza

Soportes polunéricos

H (GMLADMMA)

' Polimero active

F: Control por inactivacidn con B-ME
H: Control por hidrdlisiz

(I) (1I)

Figura 7.13 — Evaluacién del soporte para reacciones inmunolégicas usando como antigenos Trx
y TrxGADG65. Fuente de Trz: Lisado E.coli(Trx) recombinante. Fuente de Trx-GAD: Lisado de
E.coli (Trz-GAD65) recombinante.

nacién de la actividad decarboxilasa de la GAD se basa en la medicién del *CO, formado
a partir de L-[1-1*C] 4cido glutdmico (descripta en Apéndice C).

La Trx-GADG65 es muy inestable en solucién, para su almacenamiento requiere de adi-
tivos como trehalosa, fosfato de piridoxal (PLP), Tween20, aprotinina, entre otros [20].

Segiin los resultados de la reaccién inmunolégica (Figura 7.13), el ligando inmovilizado
también tiene especificidad por proteinas de fusién a Trx como la Trx-GADG65. Con ello,
se abre la perspectiva para el desarrollo de estos polimeros como soportes en estado sélido
para kits de deteccién inmunolégica.

A continuacion se realizaron ensayos preliminares de estabilidad y almacenamiento de
la TrxGADG65 inmovilizada.

Estudios de estabilidad

Se ensayaron dos variables generales de almacenamiento: (i) temperatura y (ii) entorno.
Las condiciones de temperatura serdn 25 °C, 4 °C, -20 °C y -50 °C mientras que las dos
condiciones de entorno seran almacenado en medio liquido (M) y almacenado en seco, con
membranas embebidas en buffer fosfatos (S).

Los polimeros modificados se incubaron con Trx-GAD65 y Trx, toda la noche en agi-
tacién suave y a 4 °C. La ocurrencia de la Trx-GAD65 sobre los polimeros fue detectada
por reconocimiento de anticuerpos policlonales, y la estabilidad fue deducida por medio
de determinaciones de actividad enzimatica sobre el soporte sélido a través de un sustrato
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Figura 7.14 — Estudios de estabilidad - Evaluacién de las condiciones de Almacenamiento (Dia
8)

marcado radioactivamente (detallado en Apéndice C).

Una vez establecida la presencia de la GAD se prosiguié con la evaluacién de las condi-
ciones de almacenamiento del soporte mediante el seguimiento de la actividad enzimatica,
en periodos de 7 dias. En la Figura 7.14 se muestra la evaluacion de las condiciones de
temperatura en funcién del entorno a los 8 dias de almacenado. En todos los casos, la
condicién de almacenado en aire himedo (condicién S) resulté mejor que la condicién de
guardado en medio liquido (M), y ambas a su vez mantuvieron mayor actividad enzimatica,
con respecto a la condicién inicial, que la proteina en solucién (un 10 %).

En la Figura 7.15 se visualiza la variacién de la actividad enzimética (%) en funcién del
tiempo para las distintas condiciones de temperatura evaluadas, en la condicién preestable-
cida de almacenado en ambiente hiimedo (condicién de entorno S). Segin esta progresion,
durante la primer semana de almacenado es cuando se registra la mayor pérdida en la acti-
vidad (desde un 90 hasta un 40 %). A menor temperatura de almacenado, mejor capacidad
de conservacién, aunque a lo largo de 55 dias de experiencia se visualiza una tendencia
comtn de todas las condiciones hacia la pérdida del 95% de la actividad.

Es notable que durante un periodo de 8 dias se pierde completamente la actividad en
el caso de la proteina en solucién a 4°C, mientras esto no ocurrié en ningin caso para la
Trx-GAD inmovilizada (Figuras 7.15 y 7.16).

La proteina inmovilizada en el soporte es mas estable que en solucién, sin embargo
esta estabilidad es representativa dentro de los primeros 15 dias, mientras que se requiere
una estabilidad de meses para un producto que se quiera introducir al mercado. Esto
implica la necesidad de estudiar el uso de aditivos que puedan mejorar las condiciones de
almacenamiento hasta ahora a logradas.

Como desarrollo futuro se propone mejorar las condiciones de almacenado a -20 °C y/o
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Figura 7.15 — Evaluacién del Tiempo de Almacenamiento a diferentes temperaturas en la
condicién S (ambiente hiimedo)
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Figura 7.16 — Evaluacién del Tiempo de Almacenamiento a diferentes temperaturas en la
condicién M (ambiente liquido)
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a 4 °C (previendo la facilidad al acceso del ptiblico a tales condiciones de refrigeracién en
caso de lograr desarrollar el producto), contando con la presencia en el medio de aditivos
que pudiesen preservan mejor la estabilidad de la proteina (cabe aclarar que las condicio-
nes hasta ahora evaluadas fueron realizadas en soluciones simples). Entre las variantes de
aditivos que se podrian a evaluar, ya sea en condiciones tunicas y/o combinadas, se sugiere,
el agregado de un antioxidante como el 2-aminoetilisotiouronio bromo (AET), de un de-
tergente como el Tween20 (pues se trata de una proteina de membrana), del cofactor de la
enzima (PLP) y/o de un criopreservante como la trehalosa. Todos ellos tuvieron un efecto
positivo en la estabilizacién de la Trx-GADG65 en solucién [20].

7.4. Conclusion

Es factible la inmovilizacién del precursor (acido arsanilico) sobre las membranas mo-
dificadas y la posterior reaccion de sintesis del PBMA in situ. Esto es una gran ventaja ya
que la sintesis en fase sélida del ligando es mucho maés limpia y sencilla.

En este capitulo también se describié la inmovilizacién de los compuestos arseniacales
APAO y APACI. Ambas rutas de sintesis demostraron ser eficientes, siendo la inmoviliza-
ciéon de APACI una opcion interesante ya que no presenta tendencia a oxidarse como el
APAO.

Se establecieron las condiciones éptimas de reaccién en la inmovilizacién v en la sintesis
del ligando. Es conveniente realizar la reaccién de inmovilizacién a pH 5, aunque también
puede ser a pH 85. El copolimero G/D presenta mejores condiciones que el copolimero G,
lo cual es esperable ya que mediante el agregado de DMAA se logra un copolimero con
mayor capacidad de adsorcion.

El polimero injertado G/D mostré mayor capacidad de adsorber Trx frente a G. Es-
tos resultados concuerdan con los obtenidos para la inmovilizacién de Phe (capitulo II).
Aunque en este caso también se muestra mayor accesibilidad de las proteinas al ligando
inmovilizado.

Para nuestro sistema, fue obtenida una capacidad de Adsorcion especifica y reversible
de Trx sobre los materiales desarrollados del orden de 1 mg/ml. Recientemente se ha
publicado la sintesis de una membrana de afinidad con maltosa como ligando para la
purificacién de proteinas de fusiéon a MBP (proteinas de unién a maltosa). La capacidad
determinada para estas membranas fue de aproximadamente 0,55 mg/ml [21]. La capacidad
de adsorciéon especifica obtenida para este sistema de afinidad es comparable con otros
desarrollos similares.

Las reacciones de blotting, altamente especificas a Trx, permitieron demostrar inequivo-
camente la presencia del PBMA inmovilizado. Tanto las membranas sin ligando como las
que tienen inmovilizado el precursor no presentaron senal positiva de presencia de Trx. La
superficie polimérica injertada con G/D demostré una performance satisfactoria para su
uso futuro como soporte de estado sélido en kits de inmunodeteccién.

Se ha comprobado la bioespecificidad PBMA como ligando de afinidad a Trx, proteina
muy utilizada en la obtencién de proteinas de fusiéon recombinantes en E.coli.
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Se ha demostrado la inmovilizacién orientada de la HP-r'Trx en dos orientaciones dife-
rentes sobre los materiales de PSf modificados. La PSf macroporosa es primero modificada
por injerto radioinducido, seguida de la inmovilizacién quimica de ligandos especificos.

La inmovilizaciéon de la Trx mostré una afinidad del orden de 10 veces menor que
lo esperado segun datos de bibliografia. Aunque en este caso la Kd corresponde a un
sistema sélido-liquido donde la presencia de un soporte solido puede afectar la interaccion
por impedimento estérico. Este hecho también se ve reflejado en el aumento de la ky;qs. El
agregado de un brazo espaciador podria ser necesario en caso de querer mejorar la adsorcion
al soporte.

Se ha establecido la aplicacién potencial de estos materiales poliméricos como soportes
especificos para reactivos de diagnéstico donde el mantenimiento de la estructura con-
formacional de la proteina de fusiéon es en muchos casos el factor critico del ensayo. Las
membranas, planas y de fibra hueca, injertadas y modificadas con un ligando de pseudo-
afinidad a Trx desarrolladas pueden utilizarse como soporte para inmunodeteccién.

Lic. Maria Laura Carbajal
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Capitulo 8

Discusién General y Conclusién

En el plan de trabajo se propuso la obtenciéon de nuevos materiales con propiedades
adsortivas de pseudoafinidad para su uso en purificacién de proteinas y como soporte para
inmovilizacion de proteinas recombinantes para kit de diagnéstico.

Para tal fin se emplearon y evaluaron diferentes metodologias de activacién de polimeros
por radiaciones ionizantes con fuentes tanto de naturaleza corpuscular como de naturaleza
electromagnética. Estas técnicas demostraron ser, en cuanto al grado de modificacion,
ampliamente superiores a la quimica de derivatizacién convencional.

Los materiales base modificados fueron polimeros sintéticos comtunmente utilizados en
las tecnologias de micro y ultrafiltracién como el polietileno de alta y baja densidad, po-
lietilentereftalato y polisulfona. Se seleccionaron los monémeros GMA y DMAA para ser
coinjertados en funcién de sus caracteristicas funcionales. Se trabajé sobre la hipdtesis de
que el copolimero injertado sobre el material base comparta las propiedades deseadas de
ambos monémeros: reactividad quimica y permeacién (propiedades de filtracién elevada) de
las membranas injertadas con GMA vy la hidrofilicidad de aquellas injertadas con DMAA.

En el capitulo II se desarrollé la metodologia de modificacién por injerto por pre-
irradiacién en vacio y sc logré la obtenciéon de un copolimero injertado en membranas
macroporosas de fibra hueca de polietileno (PE) por medio de la activacién por bombardeo
con haces de electrones acelerados. Los % GI alcanzados en estas fibras fueron entre 20-
200 %. Como ligando pseudoespecifico se incorporé fenilalanina y el grado de conversién
(de grupo epoxi a ligando) alcanzado para el copolimero DMAA/GMA (2:1) fue cercano
al 70 %.

En el capitulo I1I, se modificé PE incorporando AAm sobre los grupos peréxidos reacti-
vos generados por la accién de rayos gamma de %0Co utilizando la téenica de pre-irradiacién
en aire. En este caso la modificacién resultd a nivel global, afectando a todo ¢l material
con su consecuente deformacién macroscépica.

La técnica de injerto directa o en simultaneo fue desarrollada en el capitulo IV. Median-
te esta técnica, utilizando rayos gamma de °Co como fuente de radiacién, se modificaron
varios polimeros base como PET y PSf incorporando sobre ellos GMA y mezcla de monéme-
ros GMA/DMAA. Fue posible obtener membranas con clevada concentracién de grupos
quimicamente reactivos y con gran superficie interna de adsorcién (red polimérica tridi-
mensional) aumentando el rendimiento en la inmovilizacién y en la capacidad de adsorcién
de este tipo de membranas.

En el siguiente y ultimo capitulo sobre la modificacién de materiales por radiaciones
ionizantes, se estudié la combinacién de dos metodologias: (i) el bombardeo con iones
pesados acelerados y (ii) el injerto en simultdneo por irradiacién «. Sobre ldminas de PET
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de 12 pm de espesor, bombardeadas con iones pesados acelerados (Kr, fluencia de 3.10°
iones/cm?) y posterior marcado quimico con alcali se generaron poros de didmetro en el
rango de 50 nm a 60 nm. Luego se incorporaron poliacrilatos en la superficie de la traza
mediante injerto en simultaneo. El espesor de injerto resulté en el orden de los 5 nm cuando
se obtiene un GI del 1%. Esto fue demostrado por las técnicas de SEM y SANS.

En la caracterizacién fisica y quimica de los nuevos materiales obtenidos, se utilizaron
diversas técnicas para el andlisis de superficie. Entre ellas la espectroscopia de IR de su-
perficies (técnica de ATR) y microscopias épticas y electrénicas (SEM y EDAX). En el
caso de los materiales obtenidos a partir de trazas, se analizé también por la técnica de
dispersién de neutrones a pequenos dngulos (SANS). A partir de los espectros de ATR-IR
se determiné la composicion del copolimero en base a la relacién de senales caracteristi-
cas de los monémeros presentes. Con microfotografias electrénicas de superficie (SEM) se
pudo evaluar el grado de modificacién macroscopica de la superficie interna del polime-
ro. Se complementa la caracterizacion con la obtencién de imagenes de emisién de Rayos
X (EDAX), que aporté datos sobre la presencia de nuevos elementos inmovilizados v la
homogeneidad de la modificacion.

De todas las técnicas estudiadas, la técnica de injerto en simultdneo resulté la mas
conveniente para continuar con el desarrollo de la segunda parte de este plan de trabajo
dado que se obtuvo una modificacién superficial. Las membranas modificadas que presen-
taron las mejores caracteristicas de flujo, densidad de ligando inmovilizado y capacidad de
adsorcion se tomaron como base para incorporar ligandos especificos de naturaleza arse-
niacal. Estos compuestos arseniacales reaccionan con moléculas conteniendo tioles libres
en su estructura quimica.

El compuesto amino-fenilarseniacal (APA) puede encontrarse en diferentes estados oxi-
dativos (III) y (V), como 6xido y acido, APAO y APA (V), respectivamente. En el estado
(TIT) también puede existir como derivado clorado (APACI). Este derivado es un interme-
diario de la reaccién de sintesis de APAO a partir de APA (V), por lo cual fue necesario
sintetizarlo y caracterizarlo en el laboratorio.

El compuesto arseniacal PBMA es la forma activa del ligando derivada de la reaccion
de APAO con (-ME. En el capitulo VI se sintetizé al PBMA por dos rutas sintéticas
diferentes, a partir del precursor APAV. En la caracterizacién, se estudiaron las propiedades
fisicoquimicas v espectroscopicas. Se caracterizé por RMN de C e H, por espectroscopia de
masas, IR y UV. También se caracterizé por diferentes cromatografias (TLC y HPLC-RP),
y se realizaron estudios que involucraron la interaccién con moléculas sintéticas conteniendo
ditioles. Dichos estudios permitieron obtener parametros cinéticos y termodinamicos en el
equilibrio. Se encontré que en presencia DTNB, y en funcién del pH, los aductos formados
como el APA(IIT)-DTT y APA(IIT)-BAL se descomponen reversiblemente.

En el capitulo VII, se describe la derivatizaciéon de membranas de PSf injertadas con
GMA y GMA/DMAA a las cuales se les incorpor6 APA (V) en medio neutro o levemente
alcalino, con posterior reduccion a PBMA mediante f-ME. También se estudi6 la incor-
poracion de intermediarios de reacciéon para evaluar el rendimiento de reaccién. Tanto el
oxido como el derivado clorado poseen rendimientos similares. Este tltimo presenté mejor
solubilidad y mayor estabilidad frente al oxigeno.
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Mediante determinaciones analiticas especificas se cuantificé la cantidad de ligando
incorporado a la matriz y se calcul6 el grado de conversién epoxi-ligando alcanzado en
cada uno de los casos. Obteniéndose hasta 90 umoles de PBMA/ml de membrana, 430
pumoles de Ni(IT) /ml de membrana y 590 pmoles de Cu(IT)/ml de membranas.

Se determinaron las condiciones ptimas de adsorcién especifica de Trx (temperatura
de reaccién, tiempo de reaccién, pH, entre otros). Este sistema se utilizé como sistema
modelo de unién de proteinas para el ligando escogido. La presencia de la proteina se
determiné por western blot utilizando anticuerpos anti-Trx siendo 0,5 ng de Trx la minima
cantidad de proteina detectable por cm2. Con proteinas de fusién a Trx fue obtenido un
desarrollo similar.

La capacidad méxima de adsorcién de estas membranas fue del orden de 1 mg/ml. Este
resultado es relevante si se lo compara con la capacidad determinada para una membrana
de afinidad con maltosa como ligando para la purificacién de proteinas de fusiéon a MBP
(proteinas de unién a maltosa) donde resulta en aproximadamente 0,55 mg/ml.

Se comprobé la inmovilizacién orientada de proteinas sobre los polimeros porosos injer-
tados de PSf desarrollados. La HP-rTrx fue inmovilizada en dos orientaciones distintas por
mecanismos diferentes sobre los materiales de PSf modificados derivatizados quimicamen-
te. Estos mecanismos involucran la interaccion de los tioles del motivo estructural proteico
con el ligando especifico PBMA y en el otro la interaccion de un motivo de tres histidinas
con IDA-Ni(IT).

Mediante de la tecnologia de Biosensor IASys@®) se realizé el andlisis cinético de asocia-
cién/disociacion y el estudio de la capacidad de unién en el equilibrio en el estado sélido
para el sistema APA(IIT)-Trx. La Kd determinada result6 en un orden de magnitud mayor
que las encontradas en literatura para el estado libre. Este fendmeno es asignado a un
posible efecto estérico por la presencia de un soporte sélido.

Por 1ltimo se evalué la utilidad de las membranas con PBMA para inmovilizar una
proteina de fusién a Trx de interés en diagndstico médico. La Trx-Glutamato decarboxi-
lasa (TrxGADG65) pudo ser inmovilizada detectdndose la misma mediante el revelado con
anticuerpos especificos y ensayos de actividad en estado sélido. La proteina inmovilizada
mantuvo una actividad del 20% a los 8 dias de almacenamiento a 4 °C frente a una activi-
dad nula en solucién. En condiciones de menor temperatura de almacenamiento se llegé a
mantener hasta un 60% de la actividad sin el uso de aditivos preservantes.

Estos resultados promisorios permiten avizorar el uso de estos polimeros en el campo
del diagnostico en fase sélida.
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Apéndice A

Estructura y Nomenclatura de polimeros

En la Tabla A.1 se resume la nomenclatura de la IUPAC de copolimeros segtun la
secuencia de las unidades monoméricas A y Bl

La tacticidad o distribucién estereoespecifica de los sustituyentes sobre la cadena po-
limérica también puede ser tenida en cuenta utilizando los prefijos [iso], [syndio] y [a] para
diferenciar entre isotacticidad (orientados sobre un mismo lado de la cadena), sindiotacti-
cidad (regularidad alternada entre ambos lados) y atacticidad (distribuidos al azar sobre
ambos lados), respectivamente.

Pure and Appl. chem, 1985, 57, 1427 TUPAC Macromolecular Nomenclature Source-based Nomencla-
ture for Copolymer 1985 IUPAC(http://goldbook.iupac.org/P04740.html).
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Apéndice B
Obtencién de las proteinas Tioredoxina y de
fusion Trx-Glutamato Decarboxilasa 65

B.1. Introduccion

Las proteinas escogidas para el estudio de la interaccién de los compuestos organoar-
seniacales son Tioredoxina (rTrx) de Escherichia coli y una proteina de fusién a Trx, la
Trx-GAD65 (TrxGADG5).

En el presente Anexo se exponen brevemente las caracteristicas de estas proteinas,
asi como también se desarrollan los procedimientos y consideraciones para la obtencion y
purificaciéon de cada caso en particular.

B.2. Materiales y Métodos

En la obtencién de las diferentes proteinas de trabajo, se siguen métodos y procedimien-
tos de caracter general. En la Figura B.1 se exponen las etapas de este proceso integral.
Cada una de ellas contempla la naturaleza y particularidad de cada proteina.

Para el seguimiento del proceso general, se utilizan métodos de determinaciéon de pro-
teinas totales, de actividad enzimatica si la hubiese, seguimiento de la induccion y creci-
miento bacteriano, y métodos de control de pureza que se resumen en la Tabla B.1.

En el Apéndice C se encuentran los materiales vy métodos generales relacionados con
proteinas.

B.3. Resultados y Discusion

B.3.1. Obtencién de Trx de Escherichia colt recombinante

La Trx es una pequena y estable enzima con actividad redox. Todas las tioredoxinas
conocidas, de procariotas v eucariotas, poseen estructuras tridimensionales similares, que
comprenden un ntcleo central de cinco laminas-3 rodeadas por cuatro a-hélices. Todas
cuentan con un sitio activo conservado en bucle (Trp-Cys-Gly-Pro-Cys) que es un sello
distintivo de las proteinas y que interviene en la formacién y ruptura de enlaces disulfuro
por reacciones de intercambio inter-proteinas [1].

Como sistema modelo se ha utilizado el sistema de expresiéon His-Patch ThioFusion™
(Invitrogen). El vector de expresiéon pThioHis incluye una versién modificada de la proteina
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Apéndice B. Obtencién de las Proteinas de Interés

Electroporacion

Seleccion del clon Pre_sew&c_lon_

Figura B.1 — Cuadro Resumen. Proceso integral de obtencién de proteinas

Métodos en comiin

Métodos de determinacion de
Proteinas Totales

Absorbancia en UV

Colorimétricos

Métodos de determinacion de
Actividad Enzimética

Trx: turbidimétrico y fluorométrico. Adaptacién a mi-
Croensayo

TrxGADS56: radioisétopos

Métodos de Seguimiento en el
Crecimiento ¢ Induccién de cultivos

Densidad éptica
Determinacién de glucosa residual
Proteinas Totales y Actividad Enzimaética

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes

Métodos de control de Pureza

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes

Tabla B.1 — Resumen de los métodos en comun utilizados para el seguimiento de las diferentes

proteinas
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Figura B.2 — Esquema estructural de
rTrx. Sitio activo con motivo CXXC' (na-
ranja y amarillo); Patch de Histidinas (en
verde); Residuos Arginina (en violeta), Nt
(en magenta). Las figuras fueron realizadas
con el programa PyMol con la secuencia en
formato .pdb extraida del Gene Bank

Trx de E.coli (trxA). La inclusién, por mutacion, de un dominio de unién a metales (dado en
la estructura terciaria por tres residuos histidina cercanos) en el gen de Trx permite facilitar
la purificacién de la proteina de fusiéon por cromatografia de afinidad a iones metdlicos
(IMAC), en particular por IDA-Ni?* (Figura B.2) [2]. También puede aprovecharse su
actividad protein disulfuro reductasa (los residuos cisteina de su sitio activo que cataliza
los intercambios tiol-disulfuro con los grupos sulfhidrilos o enlaces disulfuro de las proteinas
sustrato) para purificar por afinidad utilizando un ligando inmovilizado que reaccione con
los ditioles en el sitio activo de esta Trx (un ejemplo es el ligando oxido de fenilarsina en
la resina comercial ThioBond).

La inclusion del sitio para enterokinasa mas el sitio de clonado multiple hacen que el

peso molecular de esta Trx modificada sea de aproximadamente 16 kDa (siendo la Trx wt
de 11,7 kDa).

Adaptacion del método de determinacion de actividad protein disulfuro reduc-
tasa de Trx por medio de turbidimetria a microensayo en microplacas: Sobre el
ensayo estandar para la determinacién de la actividad enzimética de Trx (ver seccién C.2.1)
se introduce una adaptacién a microplacas. Para ello se llevé el volumen final de la mezcla
de reaccion a un quinto del volumen final estandar y la densidad dptica se establece en 595
nm. Se realizaron cinéticas de actividad sobre diluciones seriadas de Trx.

El rango 6ptimo en el cual se mantiene una buena correlacién entre diluciones, se
establecié entre 0,0252 mg/ml y 0,126 mg/ml de rTrx; y la linealidad del método en
Y(ua/min) = 0, 1059x(mg/ml) + 0, 0047 R2=0,9837.

Crecimiento y Expresién de Trx Recombinante (rTrx): Sobre la cepa F.coli Topl0
se aplicé la técnica de transformacién bacteriana por electroporacion para incorporar el vec-
tor de expresién pThioHis C. El plasmido pThioHis C'v E.coli Top10 son obtenidos de
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Se prosiguié con la seleccién del clon, purificacién de
pldsmidos por el método de lisis alcalina (miniprep), y realizacién de mapas de restric-
cién para confirmar presencia del plasmido correcto. Los clones positivos seleccionados se
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192 Apéndice B. Obtencién de las Proteinas de Interés

cultivaron hasta saturaciéon en medio Luria-Bertani (LB: 1% triptona, 0,5% extracto de
levadura, 1% NaCl) conteniendo 0,1 mg/ml de ampicilina a 37 °C, en agitacién, segin
indicaciones del proveedor. Se generon stocks de almacenamiento, preservandolos a -80 °C
en glicerol estéril al 10-15% [3, 4]. Luego se prosigui6 con el desarrollo, la optimizacién y
caracterizacion de las condiciones de cultivo e induccién hasta lograr su méaxima expresion
en modo Batch.

En modalidad frasco agitado, las cepas de E.coli TOP10 previamente seleccionadas son
cultivadas en LB conteniendo 0,1 mg/ml de ampicilina a 37° C en agitacién (200-220 rpm).
A 0,5 unidades de densidad 6ptica en 550 nm se anade el agente inductor isopropil-3-D-
tiogalactopiranésido (IPTG) en una concentracién final de 0,5 mmol/L [4]. Las células son
incubadas por 3 horas en las mismas condiciones, luego son recolectadas por centrifugacién.

Una vez establecidas las condiciones se procede a cultivar en batch en fermentador
de 5 litros Bioflo, alimentando con pulsos de glucosa y extracto de levadura en el inicio de
la induccion. Se establece el tiempo final de la induccién entre 3 y 4 horas. La velocidad
de crecimiento especifica promedio (gprom) €n frasco agitado en medio LB fue establecida
en 0,52 + 0,065 hs™! (n=12) a partir del seguimiento en el tiempo por absorbancia en 550
nm. En Bioreactor Bioflo®), en las condiciones de crecimiento e induccién desarrolladas,
fue de 0,74 + 0,04 hs™1.

La rTrx (6 también HP-rTrx) es recuperada de las células por medio de alguno de los
métodos de ruptura descriptos a continuacién (en funcién de las masas celulares obtenidas)
y posteriormente es purificada por cromatografia en columna (IEC e IMAC).

Se utilizaron diferentes técnicas fisicas de ruptura celular: sonicacion, shock osmoético
y homogenizacién de alta presién (APV). Para muestras de volimenes pequenios el méto-
do de ultrasonido fue el apropiado, mientras que para muestras de volimenes mayores se
utiliz6é el homogenizador de alta presiéon. La homogenizacion de alta presién resulté ser la
técnica escogida para la disrupcion celular de los cultivos provenientes del bioreactor ya que
por batch se obtuvieron pesos hiimedos en células del 20 % p/v. Se estandariz6 en 3 a 4 pa-
sajes. Los extractos proteicos crudos provenientes del lisado celular fueron acondicionados
por cromatografia de exclusion molecular 6 por diafiltracion.

En el caso de esta proteina, es recomendable proseguir con una cromatografia DEAE
y posteriormente con la cromatografia de afinidad por iones metalicos IMAC (IDA-Ni?*)
[5]. Se logré un buen grado de purificacién considerando solo IMAC (80 %) (Figura B.3).
Con el protocolo completo de purificacién se logré un 95% de pureza (Figura B.4).

En la purificacién de rIrx proveniente de cultivos de E.coli de alta densidad celular fue
necesario invertir el tren de purificaciéon en pos de mantener el rendimiento.

Por batch de 3 litros de cultivo. se producen aproximadamente 4 gramos de Trx y se
recuperaron 100 mg con pureza >95%. Este rendimiento puede ser mejorado si se logran
identificar los puntos criticos.

B.3.2. Obtenciéon de TrxGADG65

La preparacién del pGAD65(Trx) v la expresion de la GAD65 (PM 77 kDa) como
proteina de fusién a Trx fue realizada por Papouchado a partir del vector comercial de
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HPLC Trx-IMAC
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Figura B.3 — Analisis del proceso de purificacion de rTrx en un solo paso a
través de una IMAC (IDA-Ni?"). Cromatograma HPLC-RP y PAGE-SDS 15 %, factor
de pureza estimado >80%. Se observa a la Trx (recuadro) y a las proteinas contaminantes
que son separadas por la DEAE (dvalo).
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Figura B.4 — Analisis del proceso de purificacion completo de rTrx por DEAE
e IMAC (IDA-Ni?"). Electroferograma EC y PAGE-SDS 15%, factor de pureza estimado

>95%.
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194 Apéndice B. Obtencién de las Proteinas de Interés

expresion en bacterias, pTrxFus (Invitrogen, San Diego, CA. USA) [6]. La construccién
genética utilizada para su expresion en F.coli se esquematiza en la Figura B.5.

Trx T — GADG5b
L FaFL.w, = |
1 —*=Thr161 585

Figura B.5 — Esquema de la construccién genética para la expresion de GAD65 en E. coli.

En la obtencién de los extractos crudos para la incubacién con las membranas modi-
ficadas y posterior revelado con anticuerpos, se adopta el procedimiento seguido por el
laboratorio del IDEHU. En términos generales, vy siguiendo el protocolo de Papouchado. el
crecimiento de la cepa productora de TrxGADG65 (E.coli GI698GAD) se realiza a partir del
plaqueo del clon mantenido a -80 °C, con posterior repique en medio liquido e incubacion
a 30 °C [6]. Este cultivo se utiliza como inéculo (al 1%) para el crecimiento e induccién
en 200 ml de medio de cultivo fresco. La induccién se produce con Trp (0,1 mg/ml final)
cuando la densidad éptica a 600 nm es de 0,5 a una temperatura de 30 °C hasta tiempo
final 3 hs. Las células se cosechan por centrifugaciéon a 7.000 rpm por 10 minutos a 4 °C,
y luego de descartar el sobrenadante, se resuspenden en 2 ml de buffer de corrida (50 mM
Tris-HCIL, pH 7; 100 mM NaCl, 1 mM EDTA) suplementado con Aprotinina (0,01 mg/ml),
PMSF (0,01 mM), 8-ME (1 mM). La ruptura se realiza por dos ciclos de sonicacién. Luego
de la primer sonicacién se agrega en frio 0,1% de Tritén X100 y se mantiene 10 minutos
en bano de agua/hielo. Se centrifuga a 12.000g 6 10.000 rpm por 15 minutos para separar
el sobrenadante y sobre el pellet se agregan nuevamente 2 ml de buffer de corrida suple-
mentado con Aprotinina, PMSF y -ME. Se repite el procedimiento de ruptura, agregado
de Tritén y recuperaciéon del sobrenadante. Ambos sobrenadantes se juntan en una sola
fraccién y se agrega [3-ME hasta concentracién final de 5 mM.

El protocolo general de produccion de bacterias, induccidn, lisis bacteriana, purificacion
(resina Thiobond@®)) y recuperacién de la TrxGADG65 fue llevado a cabo por la Bioquimica
Silvina Valdez del IDEHU, Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UBA, en estrecha
colaboracién con nuestro grupo de trabajo [6].

La purificacién de TrxGADG5 se lleva a cabo por medio de la resina Thiobond®)
segun las indicaciones del proveedor [7]. Es preservada en glicerol al 5%, PLP (0,2 mM),
Tween20 (0,05 %), Aprotinina (0,01 mg/ml) y PMSF (0,05 mg/ml).

Se obtiene TrxGADG65 purificada de concentracién aproximada 100 mM (0,2 mg/ml).
Para los ensayos de inmovilizacién en los soportes es recomendable diluir la proteina puri-
ficada 10 veces con el buffer correspondiente suplementado con BSA (1 mg/ml).
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Apéndice C

Materiales y Métodos Generales
en la Obtencién de Proteinas

C.1. Meétodos de determinacién de proteinas totales

C.1.1. Absorbancia en UV

La absorciéon UV de las proteinas se debe a la presencia de los aminoacidos triptéfano
y tirosina, que poseen un méaximo de absorcién en las cercanias de 280 nm.

Se considera un coeficiente de extincién especifico en 280 nm €promedio O Cprotefnas = 1
(cm.mg/ml)~! para mezcla de proteinas; e, = 1,14 (em.mg/ml)~! [1]; émyx-capes = 1,13
(cm.mg/ml)~t [2].

El aporte por contaminacién con 4cidos nucleicos sobre la absorcién a 280 nm puede
ser corregido por medio de la determinacién de la absorbancia a 260 nm utilizando la
ecuacién! Proteina (mg/ml)= 1,55 Ayg - 0,76 Asgo [3]. Cuando la relacion Aggo/ Aaso
es de 1,8 también puede estimarse que un 5% del valor de Asgo corresponde a la cantidad
de proteinas presentes en la muestra [4].

C.1.2. Colorimétricos

Bajo condiciones apropiadas, los grupos acidos y béasicos de las proteinas interactian
con grupos disociados de colorantes organicos (Orange G, Negro de Amida, Coomassie
Brilliant Blue G-250, etc.) para formar precipitados coloreados.

Determinacion de Bradford

Dependiendo de la unién a proteinas, preferentemente a residuos bésicos (arginina) y
aromaéticos, el maximo de absorcién del Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) se desplaza
de 465 nm a 595 nm [5].

Procedimiento segiin fabricante para ensayo de Bradford en microplacas:

1. Mezclar 160 pl muestra con 40 pl reactivo de trabajo concentrado. Incubar 5 minutos
a T° ambiente.

2. Lectura en fotocolorimetro a 595 nm. Color estable 60 minutos a T° ambiente.

IEste ajuste lincal cs obtenido por ¢l autor a partir de datos experimentalcs.
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198 Apéndice C. Materiales y Métodos Generales

Linealidad: hasta 80 ug/ml;
Sensibilidad: 8 ug/ml.

Reactivos: Reactivo de trabajo concentrado: contiene CBB, acido fosférico y metanol.
BSA estandar: 1 mg/ml.

Kit: Bio-Rad Protein Assay®).

Determinacién de Biuret

Los enlaces peptidicos de las proteinas reaccionan con el ién ctprico en medio alcalino
para dar un color violeta con maximo de absorcién a 540 nm, cuya intensidad es propor-
cional a la concentracién de proteinas [6].

Procedimiento segin fabricante:

1. Mezclar 40 pl muestra mg/ml con 1,4 ml de reactivo de trabajo concentrado. Incubar
15 minutos a 37 °C.

2. Lectura en fotocolorimetro a 540 nm. Color estable 12 horas.

Sensibilidad: 0,2 mg/ml.
Linealidad: hasta 120 mg/ml.

Reactivos de trabajo: Suero patrén: 50 mg/ml. EDTA/Cu en NaOH; preparados segin
indicaciones del proveedor.

Kit: Proti2® Wiener Lab.

C.2. Métodos de determinacion de actividad enzimati-
ca

C.2.1. Trx: Turbidimétrico. Adaptacion a microensayo.

El procedimiento turbidimétrico se basa en la reduccién de los enlaces disulfuro interca-
tenarios de la insulina y en la deteccién de la precipitacion de la cadena B de esta proteina
[7].

Para facilitar el procesado de las muestras, se realiza una adaptacién del ensayo turbi-
dimétrico a microensayo en microplacas.
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Procedimiento para macroensayo

1.

Buffer (300 mM fosfatos, 3 mM EDTA; pH 6,6): 330 yul

. Muestra: x ul (donde x = 100, 125, 250 pl, etc.)

. Agua destilada: (430-x) pul

Insulina (bovina, altamente purificada, corriente neutra 100 UI/ml, 27 U/mg, marca
Betasint®), adquirida en el mercado local): 200 ul

DTT (10 mM): 40 pl (iniciador de reaccién)

Mezclar y medir a intervalos de tiempo regulares (en minutos) a 650 nm.

Volumen de reaccién: 1 ml

Procedimiento para ensayo en microplacas

1.

ot

Buffer (300 mM fosfatos, 3 mM EDTA; pH 6,6): 70 ul
Muestra: 50 pl

Insulina (bovina, altamente purificada, corriente neutra 100 UI/ml, 27 U/mg, marca
Betasint@®) adquirida en el mercado local): 40 pul

. DTT (2 mM): 40 gl (iniciador de reaccién)

Mezclar y medir a intervalos de tiempo regulares (en minutos) a 595 nm.

Reaccién a T° ambiente; Volumen final de reaccién: 200 pl.

Rango éptimo: 0,148 a 0,361 UA/ml de Trx. Lincalidad: ywajmy = 2, 1176X (img/mi) +
0,0947; R? = 0,9837.

Una unidad de actividad de Trx (UA) se define como la cantidad de Trx que causa un
incremento de la absorbancia en 595 nm de una unidad (ua) por minuto. [UA]= (ua/min).

C.2.2. Trx: Fluorométrico.

El método fluorométrico es un método alternativo para determinar la actividad de Trx
8, 9]. Se adapta el ensayo estandar para determinar actividad en el estado sélido (sobre el
soporte modificado). La preparacién y purificacién de la di-fluoresceintiocarbamil-insulina
(di-FTC-insulina) se llevan a cabo segin el procedimiento de Heuck & Wolosiuk [10].
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Procedimiento

1. Se sumergen 0,15 ml del material modificado con Trx adsorbida en 3 ml de solucién
de trabajo, se mantiene en agitacién.

2. Se agrega DTT (0,1 mM concentracién final) como iniciador de reaccion.

3. A intervalos de tiempo regulares (minutos), el material es temporalmente removido
para medir la intensidad de emisién de fluorescencia a 519 nm mientras se excita a
495 nm, en fluorémetro de mesa Perkin Elmer.

Una unidad de actividad de Trx (ua) se define como la cantidad de enzima que transfor-
ma un pumol de diF'T'C-insulina por minuto y se expresa como el incremento en la emision
de fluorescencia en el tiempo [ua] = (A[(F-Fy)/Fp]/min). Cuando se normaliza a 1 ml de
muestra se denomina UA.

Temperatura de reacciéon: 22 °C.
Soluciéon de trabajo: 100 mM fosfatos, pH 7,5; 0,5 mM EDTA; 0,2 uM diF'TC-insulina.

C.2.3. TrxGADG5: radioisétopos. Adaptacién a estado sélido

La GAD cataliza la decarboxilacion del dcido glutamico generando acido y-aminobutiri-
co (GABA) y CO,. Para el ensayo se utiliza L-[1-'*C] 4cido glutdmico. El *CO, despren-
dido es cuantificado en un contador de centelleo liquido [11, 12, 13].

Procedimiento
1. En tubos de vidrio cénicos, se agrega:
a) Buffer AE (2X), 100 pl.

b) agua destilada, 98 ul (u 88 pul para proteinas en solucién)

¢) reactivo marcado, 2 pul (4dcido Glutdmico NEC-290E, L-["*C(1)], 1999; Perkin
Elmer, NEN, MA, USA) de actividad especifica 250 mCi/mmol.

d) soporte modificado con proteina inmovilizada (6 10 ul de proteina en solucién)

2. Luego se introduce en el tubo un papel Whatman 3MM embebido con 30 ul Tiamina
(1M en metanol), evitando el contacto con la solucién, y tapando con tapén de goma.

3. Se incuba 30 minutos en bafio a 37 °C con agitacién.

4. Se detiene la reaccién inyectando 250 ul de HoSO4 2M, a través del tapén de goma,
sin tocar el papel. Se incuba 1 hora en bafio a 37 °C con agitacién.

5. Se transfiere el papel de filtro a un vial con 2 ml de liquido de centelleo para radiacién
B v se coloca en el contador de centelleo liquido (Liquid Scintillator Analizer Model
1600TR, Packard, Canberra, Australia).
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Buffer AE (2X): PB 100 mM, pH 7,2; cofactor PLP 0,4 mM; antioxidante AET 2 mM,
EDTA 2 mM, Glutdamico frio 40 mM.

Para mantener la homogeneidad en los resultados se mantiene todo en frio hasta el
momento de incubar a temperatura de reaccién, pues ésta comienza inmediatamente al
agregar la GAD.

Las unidades registradas por el contador requieren de una ecuacién que contempla fac-
tores internos de conversion para poder expresarlas en unidades enzimaticas. La deduccion
lleva a la siguiente ecuacién de transformacién:

[U/min.cm?] =X * A/(B * C) (C.1)
Donde,
X: cuentas, en dpm.
A: 5714 pmol totales de COy/pmol 14CO,
B: 1,25.10'"" dpm/mmol de #CO, * 1000 pmol “CO,/mmol 4CO,.

C': factor de correccién que contempla el tiempo de reaccién (30 min) y el area superficial
(0,2 cm?), siendo C = 6 min.cm?.

Se define una unidad enzimética en el estado sélido como: 1U = 1 pmol *CO, /minuto
a 37 °C por cm?.

Para estandarizar el area expuesta, el polimero modificado fue fraccionado en pequenos
circulos de 0,5 em de didmetro (drea 0,2 cm?). Polimero Plano 10 injertado con GMA
derivatizado con PBMA.

En la determinacién de actividad especifica, la concentracién proteica se estima por
medicién de absorbancia a 280 nm.

C.3. Meétodos para el seguimiento del crecimiento ce-
lular e induccién

C.3.1. Determinacion de la velocidad de crecimiento de las célu-
las

El crecimiento celular es monitoreado por seguimiento del aumento en la densidad
6ptica (DO), midiendo la dispersién de la suspensién celular a 550 nm de longitud de
onda.

Se define velocidad de crecimiento especifica p como p = d[In(DOss0nm)]/dt, siendo

[u]=1/h.
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C.3.2. Determinacion enzimatica de consumo de glucosa

La glucosa de la muestra es oxidada a acido glucénico por accion de la glucosa oxidasa.
El peréxido de hidrégeno producido, en presencia de peroxidasa, 4-AF y fenol, forma una
quinoneimina con un pico de absorcion a 505 nm. La intensidad de color es proporcional a
la concentracion de glucosa en la muestra.

Condiciones de Reaccion

1. Mezclar 200 pl de muestra con 800 ul de reactivo de trabajo. Incubar 15 minutos a
37°C. En ensayo en microplaca se mantiene la proporcién siendo 160 ul reactivo +
40 pl muestra.

2. Leer en espectrofotémetro a 505 nm o fotocolorimetro (a 490 nm 6 a 530 nm). Color
estable por 60 minutos.

Linealidad: hasta 4,5 g/L;

Sensibilidad: 0,03 g/L (a 505 nm).

Glucosa estandar: 1 g/L. Diluciones de trabajo: 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0 g/L.
Kit: GT Lab. Método GOD/PAP Trinder Color@® Wiener Lab.

Reactivos de trabajo: mezcla de los reactivos 4-AF (4-aminofenazona en buffer tris),
Fenol y GOD/POD (glucosa oxidasa y peroxidasa) preparados segin indicaciones
del proveedor.

C.3.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Realizada segin el método de Laemmli modificado para PAGE-SDS discontinuo.

Caracteristicas generales: Gel concentrador ( “stacking”) 5% de acrilamida. Geles de
separacion ( “running”) al 12%, 15%, y 18 % de acrilamida, segin el caso. Espesor del gel:
0,75 mm. Fuente de poder con corriente constante: 11-12 mA/ unidad de gel. Tincién con
Coomasie Blue R250 0,3 %, en solucién de etanol: dcido acético: agua (3:1:6). Decoloracién
con solucién de etanol: acido acético: agua (3:1:6).

Tratamiento sobre las muestras a analizar: segun la concentracion, se diluyeron al
medio con un volumen de Buffer de Muestra (2X), o al cuarto con 3 volimenes de muestra
y un volumen de Buffer de Muestra (4X). Luego son sometidas a tratamiento térmico (bafio
de agua 100 °C por 1-2 minutos) vy pulso de centrifugacién, previo a sembrar en el gel. Salvo
que se indique lo contrario, para todos los casos el volumen de siembra es de 30 ul/calle.
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Patrén de pesos moleculares (PM): 1 mg/ml Lisozima (Lz, 14.300 Da); 1 mg/ml
(-Lactamasa ((-Lac wt, 30.000 Da); 1,2 mg/ml Ovoalbimina (OvA, 45.000 Da); 1 mg/ml
Seroalbimina Bovina (BSA, 66.000 Da). Siembra del PM: 5-25 ug/calle.

Composicién de las soluciones madre: 30% acrilamida/ 0,8 % bisacrilamida; Buffer
0,5 M Tris-HCI, 0,4% SDS, pH 6,8 (4X); Buffer 1,5 M Tris-HCI, 0,4% SDS, pH 8,8 (4X);
Buffer de Muestra 0,1 M Tris-HCI, 24 % glicerol, 0,01 % azul de bromofenol, 8 % SDS, pH
6,8 (2X); Buffer de Electroforesis 0,6 % Tris, 2,9% Glicina, 0,1 % SDS (1X). APS 10%,
TEMED. Todos reactivos de grado analitico.

Densitometria del SDS-PAGE Se utiliza ¢l software (Kodak) Sigma Gel. Tomando
como referencia al patrén de peso molecular, se realiza una estimacién de concentracion de
proteinas en base a la intensidad de color sobre la imagen digitalizada.

C.4. Meétodos de clonado y obtencion de las cepas
productoras

Se utilizaron los procedimientos y técnicas estandarizados segin manuales de los pro-
veedores. En cada caso en particular de las proteinas desarrolladas, si es requerido, se
amplia descripcion en la seccién correspondiente.

C.4.1. Crecimiento y Expresion

Optimizacién de las condiciones de cultivo (nutrientes, tiempos de crecimiento e induc-
cién, concentracién de inductor). Crecimiento en modo batch [14, 15, 16].

Cultivo en Bioreactor (modo Batch)

1. Inoculo: a partir del stock preservado a -80 °C en frasco agitado en el medio de
cultivo correspondiente, suplentado con antibidtico selector (0,1 ug/ml). Incubacién
toda la noche a 37 °C, en agitacién a 200 r.p.m. en shaker.

2. Crecimiento: transferencia del “Inéculo” (2 - 2,5% final) al reactor de 5 litros New
Brunswick (BioFloIII) conteniendo 3L de medio fresco con antibidtico (100 ug/ml).
Incubacién a 37 °C manteniendo el oxigeno disuelto (O.D) mayor a 30%. El pH se
mantiene entre 6,8 con NH,OH 12,5 %.

3. Induccion: La DOsxxq en la cual se agrega el inductor varia segun la cepa de trabajo.
Se anade al cultivo celular, junto con el inductor, glucosa (5 g/L) y extracto de
levadura (5 g/L). Induccién hasta tiempo final preestablecido segin el caso.
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4. Cosecha: Se mide el volumen final de cultivo y se procede a recuperar las células por
centrifugacién, a 5% C, 12 minutos a 10.000 rpm (15300g en rotor JA-14, Beckman
J2-MC). Descarte del medio de cultivo, resuspensién y lavado con buffer fosfatos 30
mM pH 7. Centrifugar nuevamente y descartar el sobrenadante. Si no son procesados
en el momento, los pellets celulares se mantienen en -20 °C.

Analisis del proceso: El monitoreo del crecimiento celular se realiza segin lo descrito
en el item C.3 por medio de DOssp,,m,. determinacion de glucosa remanente, proteinas
totales, actividad enzimética y PAGE-SDS.

C.5. Meétodos fisicos de ruptura celular

C.5.1. Por ultrasonido (sonicacion)
Procedimiento

1. El pellet celular de cada tubo se resuspende en 0,5 ml de Buffer de Lisis frio (man-
tenido en bano de agua/hiclo, 0-4 °C). Buffer de Lisis Trxz: 20 mM Tris-HCI, pH 8;
2,5 mM EDTA; 5 mM imidazol; 0,5 pg/ml PMSF.

2. Sonicacion: 3 pulsos de ultrasonido de 15 segundos con intervalos de reposo de 10
segundos a 3-4 watt de potencia de trabajo, en frio.

3. Luego de los ciclos de sonicado, se clarifica la muestra por medio de una centrifuga-
ci6n de 10 minutos a 14.000 rpm, a 4 °C (microcentrifuga de mesa). Se recupera el
sobrenadante y se procede con los métodos analiticos correspondientes.

C.5.2. Shock Osmaoatico

La permeabilidad celular involucra tres pasos principales: i) cosecha y lavado de las
células; ii) equilibrado con solucién hiperténica; y iii) shock osmdtico. Se utilizaron las
condiciones estandar del protocolo citado en el trabajo de Fonseca et al [17].

C.5.3. Homogenizador de Alta Presion

Homogenizador APV-1000 Invensys. Presién de trabajo: 800 bar; Flujo: 22 L/h. Es-
tandarizado en cuatro pasajes de ruptura, con control de la temperatura de la muestra
a la entrada y salida del homogeneizador. Alimentacién con una suspensién celular de
aproximadamente 30 % peso himedo en buffer adecuado, sin aglomeraciones sélidas.
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C.6. Separacion y acondicionamiento de las muestras
proteicas

C.6.1. Ultrafiltracién (UF) y Diafiltracién

Materiales

Cartuchos para UF/Diafiltracién: Hemoflow F4. Dializador capilar. Fresenius Poly-
sulfone® UF 2.8 (15kD) y Cartucho Sartorius® (10kD). Bomba peristaltica: Watson
Marlow. Mangueras MasterFlex o equivalentes. Lisado bacteriano proveniente del paso de
ruptura y previamente filtrado de ser necesario. Buffer de acondicionamiento (buffer A),
generalmente buffer fosfatos (BP) 10-30 mM pH 7.

Procedimiento Ultrafiltracion

1. Se determina el flujo de recirculacién con agua destilada y luego el flujo de filtracion.
Se ajusta la presién para obtener un flujo de filtracién de aproximadamente 10 ml/min
(Cartucho Hemofilow).

2. Se lleva a volumen final 3-4 veces el volumen inicial de la muestra inicial con el buffer
de acondicionamiento.

3. Determinacién de proteinas totales y actividad enzimatica en el crudo, filtrado y en
el concentrado, para obtener los parametros del proceso y verificar la eficiencia del
método.

4. Realizacion de 2 6 3 ciclos de UF, hasta lograr las condiciones finales requeridas para
el paso siguiente del proceso.

Procedimiento Diafiltraciéon

[dem UF, sélo que se mantiene el volumen del recirculado al final del proceso igual al
volumen inicial (no se concentra). Utilizado como opcién para el desalado de soluciones
proteicas.

C.6.2. Cromatografia de Exclusién (SEC): separacién de grupos
(desalado y cambio de buffer)

Materiales

Columna XK50: Sephadex G-25 (gruesa), con rango de fraccionamiento de proteinas
globulares entre 1000-5000. Volumen de lecho (VC): 370 ml (didmetro de columna: 5 cm).
Columnas PD10 (Pharmacia Biotech, Suecia): Sephadex G-25. VC: 8,8 ml.
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Procedimiento PD10

1. Lavado con agua destilada 1 VC

2. Equilibrado con buffer de trabajo 1 VC.
3. Siembra de 2,5 ml de muestra

4. Eluciéon con 3,5 ml de buffer de trabajo.

5. Lavado y reacondicionamiento de la matriz para su preservacién en etanol 20 %.

Procedimiento Columna XK50

1. Lavado de la columna con agua destilada con 1-2 VC. Establecimiento del Flujo
volumétrico de trabajo: 20 ml/min. (2-3 VC/hora). Célculo del flujo lineal del proceso.

2. Equilibrado con el Buffer de trabajo A. Minimo volumen para el equilibrado: 1VC
3. Siembra de muestra, volumen mdximo 30 % VC.

4. Elucién con 1 VC Buffer A. Recoleccion en fracciones de 50 ml. Seguimiento por
Aogonm v por conductimetria.

5. Acondicionamiento para la preservacién de la matriz: lavado con agua (1 VC) y luego
con etanol al 20 % en agua destilada (1 VC).

6. Cromatogramas: Absorbancia y Conductividad vs volumen acumulado (volumen de
eluido). Absorbancia y Conductividad vs la relacién volumen de eluido/volumen total
(Ve/Vt). Célculo del % de recuperacién. Seleccién de fracciones.

C.7. Purificacion por cromatografia

C.7.1. Cromatografia de Intercambio I6nico (IEC)
Materiales

Matriz: DEAE Sepharose™ Fast Flow (Amersham Pharmacia Biotech AD, Uppsala
Sweden). Columna mediana tipo Sigma: Volumen de lecho (VC): 9,7 ml (didmetro de
columna: 1,5 cm). Columna pequena Sigma: VC: 2.4 ml (didmetro de columna: 1 cm).

Procedimiento

1. Equilibrado con 10 VC con buffer BPyqp45, (30 mM fosfatos, pH 7 para Trx).

2. Siembra: carga maxima 10 mg proteina/ml de matriz.
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3. Lavados con BP 4pqj0, con 2 VC o hasta Agsonm 0,1. Recoleccién de fracciones de 0,5
VC.

4. Elucién por medio de gradiente salino en etapas. NaCl 100 mM, 300 mM y 500 mM.
Recoleccion en fracciones de 0,5 VC. Se monitorea por medida de absorbancia a 280

. o . o 1
nm y por actividad enzimdtica (se considera ¢, ;.i,,= 1 (cm.mg/ml)™").

5. Lavado y acondicionamiento de la columna para su almacenamiento

Materiales

Matriz: SP-FF y CM Sepharose™ FF (Amersham Pharmacia Biotech AD, Uppsala
Sweden). Columna mediana tipo Sigma: Volumen de lecho (VC): 9,7 ml (didmetro de
columna: 1,5 cm). Columna pequena Sigma: VC: 2.4 ml (didmetro de columna: 1 cm).

Procedimiento

1. Equilibrado con 10 VC con buffer AcONay, 45, (10 mM Acetato de Sodio, pH 4,9).
2. Siembra: carga maxima 10 mg proteina/ml de matriz.

3. Lavados con AcONayqpaj0, con 2 VC o hasta Asgonm 0,1. Recoleccién de fracciones
de 0,5 VC.

4. Elucién por medio de gradiente salino. NaCl 100 mM, 300 mM y 500 mM. Recoleccion
en fracciones de 0,5 VC. Se monitorea por medida de absorbancia a 280 nm y por

. NP : T i
actividad enzimdtica (se considera ¢, 7,,= 1 (cm.mg/ml)™1).

5. Lavado y acondicionamiento de la columna para su almacenamiento

C.7.2. Cromatografia de afinidad por iones metalicos IMAC
Materiales

Resina IDA (Pharmacia). Metal: Ni%*. Columna pequena sigma: Altura, 2,5 cm; Didme-
tro de columna, 1 cm. Volumen de columna: 2 ml. Columna preparativa XK-50: Diametro
de columna: 5 cm. Volumen de columna: 100 ml.

Condiciones de trabajo: Flujo lineal: 1,27 ¢cm/min (flujo: 20 ml/min).

Procedimiento

1. Volumen de siembra: carga maxima 10 mg proteina/ml de matriz.

2. Lavado con buffer de siembra (30 mM fosfatos, pH 7; 500 mM NaCl), hasta Asgonm
0,1.
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3. La elucién se realiza con gradiente escalonado de Imidazol (50, 100, 200 y 500 mM)
hasta Asgonm 0,1. Recolecciéon de fracciones equivalente a un volumen de columna.
La segunda opcién de elucién es mediante gradiente escalonado de pH (pHs 7, 6, 5y
4); en 30 mM fosfatos, 500 mM NaCl.

4. Se monitorea por medida de absorbancia a 280 nm y se evalia la actividad enzimatica
en las fracciones més representativas de cada paso. Verificacién por PAGE-SDS 15 %
para comprobar pureza.

Reconstitucién y acondicionamiento de la Columna IDA-Ni*?

1. Lavado con EDTA 100 mM, pH 7. Lavado con agua destilada.
2. Adicién del metal (NiCl,.6H0 5%). Lavado con agua destilada
3. Acondicionamiento con buffer (30 mM fosfatos, pH 7; 500 mM NaCl).

4. Después de usar, se lava con NaCl 1 M, agua destilada y luego buffer fosfatos 30 mM,
pH 7 y etanol 20 %. Preservado en cdmara fria (4 °C).

C.8. HPLC

Confirmacién por RP-18 HPLC del porcentaje de pureza alcanzado. Solvente: mezcla
agua:acetonitrilo, 0,1 % TFA; gradiente 20 a 80 % Acetonitrilo.

C.9. Electroforesis Capilar (EC)

El empleo de un microextractor monolitico modificado con IDA-Cu(II), acoplado en
linea con el tubo capilar EC, permite a la retencion selectiva y la separacién de péptidos
conteniendo histidinas [18]. Este método de separacién por afinidad, si bien fue estandari-
zada para péptidos, puede resultar una herramienta analitica alternativa en el control de
pureza en el caso de la HP-r'Trx.

La EC es realizada en colaboracién con el grupo de trabajo de la Dra. Nora Vizioli con
el sistema Capillary Ion Analyzer (Waters, Milford, MA, USA). Los datos son procesados
mediante el software Millennium™ 2010 (Waters). El sistema de EC es termostatizado a
temperatura constante de 25 °C. Para la introduccién de muestras y soluciones de elucién
se utiliza inyeccién hidrostética (diferencia de altura 10 c¢m). Deteccién UV a 214 nm
(ldmpara de mercurio). Solucién de elucién: 5 mM Imidazol.
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