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Resumen:

El presente articulo constituye una compilacion de los trabajos, que en el area
de modificaciones hidrofilicas de p polihidroxialcanoatos se han realizado en el
Laboratorio de Polimeros del IMRE-UH en los dltimos 7 afios. Los
polihidroxialcanoatos son poliésteres microbianos con propiedades Unicas pero
moderadamente hidrofobos. Son excelentes candidatos para aplicaciones
biomédicas en el desarrollo de biomateriales de segunda y tercera generacion.
En el presente estudio se incluyen reacciones de copolimerizacion por injerto,
inducidas por radiaciones y con la obtencion del copolimero B
polihidroxibutirato con injertos de poliacetato de vinilo (PHB — graft — PAcV).
Obtenciéon de redes semi interpenetradas del poliacido acrilico y B
polihidroxibutirato (s-IPN/PAA-PHB) hidrogeles superabsorbentes, utilizando
también radiaciones ionizantes. Reacciones de transesterificacion entre
polihidroxibutirato y una familia de propilenglicoles condujeron a la obtencion de
B polihidroxibutirato hidroxilado utilizando energia de microondas. También se
estudiaron modificaciones superficiales de diferentes B polihidroxialcanoatos
con haces de iones. En todos los casos la hidrofilicidad se ha estudiado por la
medida del angulo de contacto de una gota de agua en la superficie de una
pelicula del material, la fotografia de la gota y la aplicacion de programas de
computo adecuados. Los resultados son todos satisfactorios.

Palabras clave: modificaciones hidrofilicas, B polihidroxibutirato, 8
polihidroxialcanoatos,

Abstract:

This paper is formed by some works about hydrophilic modifications of B
polyhydroxyalkanoates. The works were carried out in the Polymer Laboratory,
IMRE-UH in the past 7 years.The B polyhydroxyalkanoates are microbiological
polyesters. They have unique properties but they are moderate hydrophobic
materials. They are excellent candidates for medical applications in the
development of second and third generation biomaterials. In the present study
radical graft polimerization by y irradiation of § polyhydroxybutyrate and vinyl
acetate obtaining a graft copolymer (PHB — graft — PAcV) is included. Also,
semi interpenetrating polymer networks of polyacrylic acid and B
polyhydroxybutyrate (s-IPN/PAA-PHB) were obtained using y irradiation and the
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product behaves like a superabsorbent hydrogel. Transesterification reaction
between B polyhydroxybutyrate and some propilenglycol families were studied
and hydroxyled 3 polyhydroxybutyrate were obtained using micro wave energy.
Surface modifications of some [ polyhydroxyalkanoates using ion beam
irradiation were studied too. In all cases, the water wettability or hydrophilic
character of materials was analyzed by the contact angle measurement. A
water drop onto polymer surface was photographed and this photo was
analyzed with the appropriate software. In all cases, the materials obtained
were more hydrophilic.

Keywords: hydrophilic modification, B polyhydroxybutyrate, 3
polyhydroxyalkanoates,

Introduccién.

Los polimeros son probablemente una de las creaciones mas indispensables
de la naturaleza y son tan antiguos como la vida misma.

Recientemente con el desarrollo de los conceptos ambientalistas una gran
cantidad de esfuerzos han sido dirigidos hacia el desarrollo de polimeros
“Amigables con el Medioambiente”. [1]

Los poliésteres microbianos conocidos con el nombre de
Polihidroxialcanoatos (PHAs) son una familia de materiales interesantes para
estos propésitos. Ademas de ser producidos por una amplia variedad de
microorganismos, como materiales para almacenar carbono y energia a nivel
intracelular, son poliésteres termoplasticos con propiedades biodegradables y
biocompatibles. Hoy en dia se conocen mas de 150 especies capaces de
producirlos a través de multiples disefios moleculares [2-3].

El B polihidroxibutirato (PHB) fue el primer miembro de esta familia descubierto
en 1926 por M. Lemoigne como un constituyente de la bacteria Bacillus
megaterium. Ha sido el mas utilizado y mas caracterizado de los miembros de
esta familia. La incorporacion de otros mondmeros hidroxialcanoatos ha dado
lugar a la familia de los B polihidroxialcanoatos (PHAS). Dependiendo del tipo y
composicién del monémero incorporado se han obtenido una gran variedad de
materiales con diversas propiedades fisicas desde polimeros semicristalinos
hasta elastbmeros.[1-2]

Una clasificacion de estos polimeros se basa en considerar el numero de
atomos de carbono presentes en la unidad monémerica. En este caso los de
cadena corta son los de menos de 6 atomos de carbono en su unidad
monomérica y de 6 hasta 14 atomos de carbono se nombran de cadena media.
Mayor de 14 son los PHAs de cadena larga. [1-4]

Los PHAs de cadena corta y sus copolimeros entre sus ventajas
fundamentales estan: la conjugacion de sus propiedades fisicas como
termoplasticos (semejantes al polipropileno) y su condicion de ser polimeros
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“Amigables con el Medioambiente”, o sea, se obtienen de fuentes renovables y
a su vez son materiales biodegradables. [3]

Ellos tienen propiedades uUnicas y son buenos para aplicaciones biomédicas.
Desempefian un rol importante en el desarrollo de biomateriales de segunda y
tercera generacion. [4-7]

El presente trabajo tiene como objetivo mostrar el estudio de algunas
“Modificaciones hidrofilicas de los poliésteres microbianos”, fundamentalmente
del PHB realizadas en nuestro grupo de trabajo.

Este interés se debe a que una aplicacion importante de estos materiales
poliméricos es en el campo de los biomateriales y una desventaja que
presentan para esta aplicacion es su moderado caracter hidrofébico. [8-10]

En la aplicacién de los biomateriales se debe tener en cuenta la constitucion
quimica y el estado fisico del material, asi como las caracteristicas
estructurales y morfolégicas de la superficie de contacto con el organismo vivo.
La constitucién quimica esta dada por los grupos funcionales caracteristicos de
la sustancia que forma el biomaterial. Obviamente los grupos mas polares
favorecen las interacciones entre el biomaterial y la proteina. Y las
caracteristicas morfolégicas van a determinar la superficie de contacto con el
organismo vivo. [11-12]

Esa superficie de contacto es la frontera biomaterial-tejido, o sea, es la
interfase biomaterial-tejido que conlleva a la interfase biomaterial-flujo
sanguineo. Y aqui pueden ocurrir los fenomenos, no deseados, de deposicion
de las proteinas de la sangre en la superficie del implante. Obviamente, el tipo
de unién que se establece entre las proteinas y la superficie del biomaterial
dependera de la propia superficie. El caracter hidrofilico de la superficie
favorece la interaccidon biomaterial-tejido 6 biomaterial-flujo sanguineo.

La interaccién en la interfase entre la proteina y el biomaterial debe ser de
caracter no covalente, con enlaces secundarios, como puentes de hidrégeno 6
enlaces tipo van der Waals.

La medida de la hidrofilicidad de una sustancia se realiza por la medida del
angulo interfacial de equilibrio 6 angulo de contacto (6), de una gota de agua
afiadida sobre la superficie de la sustancia que se quiere evaluar. [13-14]
Cuando 6 < 90 °, hay humectacion en la superficie y la sustancia es hidrofilica.
Asi, la medida del angulo de contacto (0) da un criterio del caracter hidrofilico
de la sustancia y por lo tanto de la humectacion de la interfase
biomaterial—»tejido. Esta medida se basa en la fotografia de la gota de agua en
la superficie de la sustancia, teniendo en cuenta la pureza del agua utilizada y
la limpieza de la superficie.

Otro criterio de hidrofilicidad puede obtenerse por experimentos donde una
muestra de masa conocida de la sustancia se coloca en el agua y se mide la
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variacion de la masa de la muestra en el tiempo, hasta que se obtiene un valor
invariante [15] .Asi se define:
Porcentaje de hinchamiento (H):

peso himedo — peso seco)
Peso seco

H :( *100

En este trabajo trataremos de modificaciones del PHB y algunos otros PHAs de
cadena corta.

Copolimerizacion por injerto

Se estudio la copolimerizacion por injerto del acetato de vinilo en el PHB en
ausencia de O, por irradiacion simultanea con °°Co en una Instalacién de
irradiacion autoblindada PX-y-30 (Mayak, URSS) con una dosis de irradiacion
de 10 kGy y se obtuvo el copolimero por injerto, segun se ilustra en la Figura 1
a) [16-20]

El producto fue caracterizado por espectroscopias RMN *H, *C y FTIR y por
técnicas de analisis térmico (ATG y CDB) [16 -17] . El experimento anterior se
realiz6 en presencia de diferentes solventes [18] y se obtuvieron diferentes
grados de injerto. Los angulos de contacto de una gota de agua en la superficie
para los diferentes copolimeros obtenidos con diferentes grados de injerto en
cada solvente utilizado fueron hallados y la reaccion fue estudiada atendiendo
a aspectos cinéticos y de la radiolisis del solvente [19-20]. En el gréafico de la
Figura 1 b) se muestran los resultados.

El aumento del grado de injerto provoca una disminucién del angulo de
contacto y con ello un aumento de la hidrofilicidad del material. O sea, un
aumento de cadenas de poliacetato de vinilo (PAcV) en el copolimero llevan a
un aumento de la hidrofilicidad del material.

Este aumento en la hidrofilicidad puede deberse a que en el PHB hay atomos
de hidrégeno unidos a carbonos terciarios que son sustituidos por PAcV en el
polimero injertado, lo que da lugar a un material con un mayor namero de
grupos éster en la cadena injertada, que ademas tienen la ventaja de estar mas
libres para una posible interaccion con moléculas de agua ya que se
encuentran en las cadenas laterales (ver Figura 1 a).
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Figura 1 a) Esquema de la reaccion de obtencién del copolimero PHB — g
— PAcV [16-17] b) Variacidon del angulo de contacto con respecto al grado
de injerto. [19-20]

Obtencion de un hidrogel

Los hidrogeles son definidos como materiales poliméricos entrecruzados en
forma de redes tridimensionales. Redes poliméricas que tienen la propiedad de
retener grandes cantidades de agua en su estructura hinchada sin disolverse o
perder su estructura tridimensional. [21-23]

En este trabajo se destaca la obtencion de una red polimérica semi-
interpenetrada del poliacido acrilico (PAA) y el PHB: (s-IPN/PAA-PHB). [24-26]
Se polimerizo el acido acrilico (AA) en presencia de PHB (relaciéon en masa de
AA / PHB = 6) bajo la accién de las radiaciones °°Co en una Instalacién de
irradiacion autoblindada PX-y-30 (Mayak, URSS) con una dosis de irradiacion
de 10 kGy, en ausencia de oxigeno y sin ningun otro aditivo. En la Figura 2 a)
se muestra el esquema de la obtencion de la red. La red (s-IPN/PAA-PHB), es
evaluada como un hidrogel superabsorbente, por lo que tiene caracteristicas
altamente hidrofilicas

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.1, Afio 2014 5



GHs G
(C—CHy,—C—0)

n Super

ClHa Cli‘ v \ absorbente
(CH—CH;C—0) CH, o  PHB-g.PAA
n | 7
PHB HC-C—og -
FY k_g/'m ?
+ —— + H= 580 %
O
i
CH,—CH—C CH,—CH
“OH | '
AA PAA C—OH
= e I n PAA reticulado
0
a)
Hoo Velocidad inicial
de hinchamiento
Experimental 580 102 £11
Modelo de Schott 599 111

b)

Figura 2 a) Esquema de la obtencién de un hidrogel superabsorbente [24]
b) Tabla | Parametros cinéticos del proceso de hinchamiento [24-26]

Las evidencias de la reaccidn de injerto observadas en el esquema de la Figura
2 a) (PHB-g-PAA) se estudiaron en experimentos independientes [24] donde se
utilizé 2.5 % de sal de Mohr para prevenir la homopolimerizacion del AA y los
productos fueron caracterizados por espectroscopias RMN 'H y *3C. En
ausencia de la sal de Mohr se obtuvo la red s-IPN/PAA-PHB superabsorbente.
El AA polimerizé y reticuld por la accion de las radiaciones y y en presencia del
PHB se formdé la red semi interpenetrada. Por analisis gravimétrico y
termogravimétrico se determind la composicion de la red: 10% PHB-90% PAA.
Es evidente que en esta red las caracteristicas hidrofilicas se deben
fundamentalmente a la participacion del PAA y las propiedades mecéanicas
estan determinadas en gran medida por el PHB.

El estudio cinético del hinchamiento en agua del hidrogel obtenido se realizo
aplicando el Modelo de Schott, o sea, se considera que en el caso de las
matrices poliméricas que poseen grandes valores de hinchamiento, este es
gobernado por el estrés de la relajacion de las cadenas macromoleculares y se
aplica la cinética de hinchamiento de 2do orden. En la Tabla | de la Figura 2 b)
se observa la satisfactoria coincidencia de los valores experimentales con los
correspondientes al Modelo de Schott. [24-26]
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Reaccion de transesterificacion

En general estas reacciones corresponden a las reacciones de un éster con un
alcohol, con un acido o con otro éster, formando un nuevo ligando éster y
eliminando el correspondiente alcohol, acido o éster. [27-28] En este trabajo
nos referiremos a la reaccion de transesterificacion del PHB con la familia de
propilenglicoles: propilenglicol (PG), dipropilenglicol (DPG) y polipropilenglicol
de Mn =400 (PPG). En todos los casos se busca obtener el PHB hidroxilado, o
sea, con grupos finales hidroxilo que haran al material mas hidrofilico. En la
Figura 3 a) se muestra el esquema del PHB hidroxilado con PG. [29]

La reaccion se estudié con la relacion de masa: m (PHB/glicol) = 0,28 y en
presencia y ausencia del catalizador (acido p-toluensulfénico 0,25 % en masa).
El sistema es homogeneo. La utilizacion de calentamiento en equipos de
microondas (MW) [30] es muy conveniente en el trabajo con el PHB, pues a
temperaturas ligeramente superiores a su temperatura de fusion (Tm=178 °C)
es conocido que el PHB comienza a degradarse [31] y esta reaccion de
transesterificacion necesita temperaturas de ese rango. La radiacion de MW
interactda directamente con las moléculas presentes en la mezcla de reaccién
y COomo consecuencia se produce un supercalentamiento localizado y a
diferencia del calentamiento convencional, el gradiente térmico durante el
calentamiento por microondas es en sentido opuesto al provocado por
conduccidn/conveccion, detectandose la mayor temperatura en el interior de la
muestra. Asi, se necesita menos tiempo para lograr el mismo objetivo con el
calentamiento por MW que con el convencional por conduccion/conveccion.
Por esta razdn se utilizé calentamiento por MW (750 W de potencia) durante 30
minutos y calentamiento tradicional con bafio de silicona a 180 °C durante 3
horas, como comparacion [30].

Se probé que los mejores resultados se obtienen con la utilizacion de MW
como fuente de energia y en presencia del catalizador, pues fue caracterizado
por técnicas espectroscopicas en esa reaccion con el PG, una mezcla de 70 %
de PHB hidroxilado/30% PHB y un angulo 6 de 50 °. Con el calentamiento
convencional no se logré el PHB hidroxilado en ese tiempo de reaccion.

En la Figura 3 b) se muestra un grafico del comportamiento de esta familia,
donde se observa una disminucion de los angulos de contacto o sea, aumento
de la hidrofilicidad, asi como un comportamiento semejante de los glicoles
estudiados.

Modificaciones hidrofilicas en la superficie

» Implantacion de iones por irradiaciéon con haces de iones
La implantacion de iones es un método fisico utilizado para modificar
superficies sdlidas, el cual tiene como ventaja que puede modificar los

materiales solo superficialmente, sin causar dafios ni variaciones en las
propiedades del material en su interior [32]. Los iones son acelerados por una
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diferencia de potencial y proyectados hacia la superficie del material donde se
produce la interaccion de dos particulas, una de ellas con un exceso de
energia, dando lugar a dos nuevas particulas, con una respectiva liberacion de
energia producto de la interaccion. Entre los efectos de la irradiacion sobre los
materiales implantados se tiene un aumento del nimero de grupos polares en
la superficie, ya que al irradiar se crean especies excitadas, las cuales se
combinan con el oxigeno atmosférico formando enlaces polares en la superficie
que permiten la existencia de interacciones por puente de hidrogeno con el
agua. También la presencia de los iones implantados cercanos a la superficie,
aumenta la hidrofilicidad del material irradiado.

Las modificaciones superficiales de materiales poliméricos para aplicaciones
biomédicas son también importantes [11]. Estas transformaciones cobran
importancia cuando el polimero se pone en contacto con componentes
fisiol6gicos tales como la sangre y los tejidos vivos [12].

CH- 0 CH
W, /70N SN T
Cl ﬁ IH
CH, 0 CHy' ~
HO/
a)

100

Angulo de Contacto
¢ 2

8
I

20

PHB+PG PHB+DPG PHB+PPG

Sistema
+cat + MW (30 min)

b)

Figura 3 a) Esquema de PHB hidroxilado con PG [29] b) Disminucién de 6
del PHB hidroxilado [29]

En los dltimos afios, la implantacion de iones ha sido satisfactoriamente
empleada en polimeros para mejorar su compatibilidad con la sangre y con los
tejidos del organismo [33-34].
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En el presente trabajo se reportan resultados en una familia de PHAs de
cadena corta, el PHB y algunos copolimeros con el hidroxivalerato (HV). [19]
Fueron irradiados filmes de 1cm? (30-80 ym) de PHAs, dispuestos de forma
perpendicular respecto al haz de iones a implantar. Las energias de
bombardeo de las superficies y las fluencias fueron:

a) H', fue irradiado con una energia de 300 keV, las fluencias oscilaron entre
10* y 5.10" iones/cm?.

b) Ag®, fue irradiado con una energia de 20 keV, las fluencias oscilaron entre
10*y 10 iones/cm?.

c) Na“, las energias de irradiacion fueron 12,5 keV y 25 keV a una fluencia de
5.10%° iones/cm?.

Se utilizé el equipo Implantador de 500 keV de la Universidad Federal de Rio
Grande del Sur (UFRGS), Brasil y el rango de intensidades utilizado fue de 50-
70 nAlcm?.

En la Figura 4 a) y b) se observan los resultados obtenidos con la irradiacion de
haces de H+ y Ag+.
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c)
Figura 4 Variacion del angulo de contacto con el PHA y con la fluencia a)
Muestras irradiadas con H+ 300 keV b) Muestras irradiadas con Ag+ 20
keV c¢) Variacion del angulo de contacto en el PHB al ser irradiado con
Na+ de diferente energia [19]

Se logra en todos los casos una disminucién del &ngulo de contacto y con ello
un aumento de la hidrofilicidad con el aumento de la fluencia y este efecto es
méas marcado en los copolimeros que en el PHB, asi como con la implantacién
de iones Ag+. Las muestras irradiadas fueron caracterizadas por diferentes
técnicas: Microscopia de Fuerza Atdmica (MFA), Difraccion de Rayos X (DRX)
e Infrarrojo (FTIR). En los analisis por MFA se observaron las topografias de
las muestras, las imagenes superficiales tridimensionales y las lineas del perfil
de la superficie (Figura 5). En el caso de la topografia de la muestra sin irradiar
se observaron estructuras laminares, caracteristicas de polimeros
semicristalinos, como son los PHAs y éstas desaparecieron en las muestras
irradiadas. Los analisis de DRX corroboraron la disminucion de la cristalinidad.
El grado de cristalinidad, Xc, determinado por DRX para la muestra de P(HB-
co0-8%HYV) irradiada con iones H+ variaron de 33,9 + 0,6 a 29,1 + 0,2 % y
también los andlisis de los indices de cristalinidad determinados por FTIR
permiten corroborar la disminucién de la cristalinidad en las muestras
irradiadas. Es de destacar también que estos resultados son reportados para
otros materiales poliméricos irradiados [32]. Otro efecto que muestra que las
superficies fueron dafiadas por la implantacion que se observa en la MFA es el
aumento de la rugosidad de las superficies después de irradiadas. Las lineas
del perfil muestran de una forma mas explicita la variacion en la superficie del
polimero, se observa cémo en el material sin irradiar el valor de la altura
superficial oscila entre 0 y 50 nm y en el irradiado entre 0 y 120 nm, mostrando
una mayor rugosidad en el material tratado (Figura 5).

Esta mayor rugosidad, se traduce en una mayor area superficial, lo cual explica
la disminucién en el dngulo de contacto y como resultado el aumento de la

hidrofilicidad.
- b)
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Figura 5:[19] Imagenes por MFA y lineas del perfil del experimento de
irradiacion con iones Ag+:
a) P(HB-c0-12%HV) sin irradiar b) P(HB-c0-12%HYV) irradiado

En la Figura 4 c) se observa el efecto de la irradiacion con Na+ a diferentes
energias de muestras de PHB. Es de destacar la notable disminucion en el
angulo de contacto del PHB, material que practicamente no experimentaba
variacion en los casos anteriores. Debe esperarse entonces un mayor
descenso del angulo de contacto de los copolimeros al ser irradiados con Na™.
Si se comparan los experimentos de implantacion por irradiacion con haces de
iones podemos notar que la mayor disminucion en el angulo de contacto se
obtiene al irradiar con Na®, seguido del experimento con Ag® y por ultimo con
H*, en el que se observa una disminuciébn muy pequefia de los angulos de
contacto. En todos los casos los materiales obtenidos son mas hidrofilicos.

Conclusiones

Los poliésteres microbianos estudiados en este trabajo son biocompatibles
biodegradables y moderadamente hidrofébicos. Tienen propiedades Unicas y
son muy buenos candidatos para aplicaciones biomédicas. Sin lugar a dudas,
juegan un importante papel en el desarrollo de biomateriales de segunda y
tercera generacion, especialmente en areas biomédicas.

En el presente trabajo se han recopilados los estudios de modificaciones
hidrofilicas de estos materiales, desarrollados por un grupo del laboratorio de
Polimeros del IMRE con colaboracién internacional, enmarcado en los ultimos
7 anos.

Como se ha mostrado, diferentes técnicas se han aplicado, desde reacciones
qguimicas de copolimerizacién por injerto y obtencion de redes interpenetradas
con propiedades superabsorbentes, utilizando radiaciones ionizantes, y
también, reacciones de transesterificacion para obtener PHAs hidroxilados
utiizando entonces energia de microondas. En todos los casos las
transformaciones hidrofilicas fueron exitosas, modificando esta propiedad que
puede constituir una dificultad para su aplicacion biomédica.

También se han estudiado transformaciones hidrofilicas superficiales que
presentan gran importancia para no modificar las caracteristicas
fundamentales de los materiales y sin embargo mejorar su interacciéon con el
organismo vivo. Se han utlizado haces de iones. Los resultados son
satisfactorios fundamentalmente con haces de iones Na+.
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Estudios futuros deben enfocar como el incremento de la hidrofilicidad de estos
materiales incrementan sus propiedades de biodegradacion y biocompatibilidad
en vivo. Es también una propuesta desarrollar transformaciones hidrofilicas
superficiales en estos poliésteres microbianos utilizando radiaciones UV.
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