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Resumen

RESUMEN

La produccién de materiales poliméricos hibridos en base acuosa a partir de recursos derivados
de fuentes renovables, tiene un importante interés en la industria quimica a nivel mundial, debido
a las altas exigencias medioambientales y del mercado para reemplazar los solventes orgédnicos y
los mondmeros derivados del petréleo. La incorporacién de biopolimeros o mondémeros
biobasados, se encuentra entre las principales estrategias empleadas actualmente para la sintesis
de materiales poliméricos m4s amigables con el medioambiente, al reducir la huella de carbono y
potenciar la biodegradabilidad.

En esta Tesis se investiga la sintesis de diferentes materiales poliméricos hibridos basados en
recursos derivados de fuentes naturales, para diferentes aplicaciones. En este sentido, se plantea
la incorporacién de una o dos proteinas, caseina (proteina de la leche) y zeina (proteina del maiz),
buscando obtener un polimero hibrido nanoestructurado con una alta sinergia entre las fases. Por
otro lado, el empleo de mondmeros biobasados permite incrementar la sustitucién de monémeros
derivados del petréleo, minimizando el impacto ambiental de los materiales. En el esquema de la
Figura I se representa el contenido de esta Tesis, donde se incluye las proteinas utilizadas, el
método de sintesis, el material y aplicacién perseguida, el grupo de investigacion con quien se
colabord y la publicacién asociada (cuando corresponde). A continuacion, se hace una pequeiia
resefla de cada capitulo de la Tesis.

En el Capitulo 1, se introducen los principales antecedentes y conceptos relacionados con las
técnicas de polimerizaciones empleadas, como la polimerizacién en emulsion batch y semi-batch
y la polimerizacion en miniemulsion. Ademads, se incluyen consideraciones generales en cuanto
a las proteinas empleadas (caseina y zeifna); y sobre los monémeros bioderivados [metacrilato de
isobornilo (IBOMA) y acrilato de 2-octilo (OA)] empleados para la preparacién de los materiales.
Ademads, se realizan consideraciones generales sobre las principales aplicaciones de interés en

esta Tesis.
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El Capitulo 2 considera la modificacion quimica de la zeina (proteina hidrofébica), con el
objetivo de obtener una proteina capaz de polimerizar radicalariamente. Este estudio involucro el
uso de variados agentes modificantes que poseen diferentes grupos reactivos, para determinar el
sistema mads indicado para la funcionalizacién de la zeina. El grado de modificacién de la zeina
se evalué mediante resonancia magnética nuclear (RMN) y analisis elemental.

El Capitulo 3 contiene la investigacion de la incorporacién de la zeina metacrilada como bio-
macroentrecruzante, en la sintesis de hidrogeles termosensibles basados en
poli(N-vinilcaprolactama). Se analizé el efecto de la incorporacién de la zeina modificada
quimicamente frente a la proteina nativa. Ademads, se sintetizaron y caracterizaron hidrogeles con
diferentes concentraciones de zeina, para su potencial aplicacion en la liberacion controlada de
farmacos. Por ultimo, se comparé el desempefio de la zeina funcionalizada como bio-
macroentrecruzante respecto a un entrecruzante convencional de bajo peso molecular
(N,N-metilenacrilamida).

En el Capitulo 4, se investigé la sintesis de latex hibridos basados en caseina metacrilada por
polimerizacién batch en emulsion, con la incorporaciéon de mondémeros biobasados (OA e
IBOMA), para su aplicacién como recubrimiento decorativo. Se investigaron diferentes
composiciones en la mezcla de monémeros empleando OA e IBOMA como reemplazo de los
mondmeros derivados del petréleo BA y MMA, para incrementar el contenido biolégico final de
los materiales. Se analiz6 el mecanismo de nucleacién de las particulas, la cinética de
polimerizacidn, la fraccién bioldgica final y las propiedades de aplicacién, haciendo hincapié en
la resistencia al agua y en la biodegradabilidad de las peliculas.

En el Capitulo 5, se presenta el estudio de la incorporacion de zeina y caseina en la sintesis de
latex hibridos acrilico/proteinas, con un contenido de s6lidos moderado (35%), para su aplicacién
como recubrimiento decorativo. Debido a la hidrofobicidad de la zeina, la estrategia de sintesis
empleada fue la polimerizacién en miniemulsion batch. El trabajo involucr6 la preparacion de las
miniemulsiones con diferentes combinaciones de las proteinas (manteniendo un contenido total

de 25 % de proteina respecto a los mondmeros acrilicos), y la polimerizacion de las mismas. Se
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evalué la cinética, el mecanismo de nucleacién, la morfologia de las nanoparticulas obtenidas y
las propiedades de aplicacion de las peliculas producidas a partir de los latex. Ademas, se compard
el desempefio del latex hibrido respecto de la mezcla fisica de un latex de acrilico puro con las
proteinas.

El Capitulo 6 involucra la sintesis de nanoparticulas hibridas acrilico/caseina-zeina, mediante
la polimerizacién semi-batch en emulsidon, con una siembra inicial de bioparticulas, con el
objetivo de incrementar el contenido de la proteina hidrofébica. Por un lado, se investigé la
estrategia de obtencion de las bioparticulas a partir de las proteinas. Luego, estas bioparticulas
fueron empleadas como siembras en la polimerizaciéon semi-batch de BA/MMA dosificados en
forma de mezcla a caudal constante. Se evalué el desempefio de la polimerizacién semi-batch
respecto de la batch, para este sistema. Se estudié la cinética de reaccion, el didmetro y la
morfologia de las nanoparticulas sintetizadas y las propiedades de las peliculas obtenidas, para su
posible aplicacién como recubrimiento entérico.

Finalmente, en el Capitulo 7 se extrajeron las principales conclusiones del trabajo de
investigacion y se formularon algunas sugerencias para trabajos futuros.

Ademads de los resultados incluidos en los capitulos antes mencionados, durante la ejecucién
de esta Tesis se avanz6 también en el estudio de la produccién de recubrimientos termocurables
basados en aceite epoxidado de soja, entrecruzados con dcidos dicarboxilicos de diferentes pesos
moleculares (sin catalizadores). Este trabajo fue publicado en Allasia et al., Polymer, Volumen
232, 124143 (2021), https://doi.org/10.1016/j.polymer.2021.124143 y no forma parte del

contenido de esta Tesis.
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Figura I. Resumen del contenido de los capitulos 2-6 de la Tesis.
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PROLOGO

Actualmente, la industria de polimeros debe enfrentarse a grandes desafios, como lo son el reemplazo
de sustancias petroquimicas por materias primas renovables, junto al desarrollo de nuevos procesos
ecolégicos, impulsados por las cada vez mds exigentes reglamentaciones medioambientales. Ademas,
el empleo de sustancias renovables podria resultar en nuevos materiales con mayor valor agregado,
menor toxicidad y alta biodegradabilidad. Algunas de las materias primas naturales ampliamente
utilizadas en la industria quimica incluyen aceites vegetales, polisacdridos (principalmente celulosa,
quitosano y almidén), proteinas y lignina, entre otros.

Particularmente, las proteinas poseen un extraordinario potencial para la sintesis de nuevos
materiales debido a su gran nimero de funcionalidades (amino, carboxilo, hidroxilo), que otorgan
ilimitadas oportunidades para introducir modificaciones en su estructura. En este sentido, la caseina
bovina (principal proteina de la leche) y la zeina (principal proteina del maiz), son materiales con muy
buena biocompatibilidad y biodegradabilidad, ficilmente disponible en alta pureza y a bajo costo.

Ademads de las proteinas, otra forma muy empleada para reducir la huella de carbono de los materiales
poliméricos, como adhesivos y recubrimientos, ha sido el reemplazo parcial de los mondémeros
derivados del petréleo por mondmeros derivados de la biomasa, como por ejemplo el metacrilato de
isobornilo y el acrilato de 2-octilo, derivados de la resina de pino y del aceite de ricino, respectivamente.

Por otro lado, debido a las crecientes regulaciones a nivel mundial para sustituir los procesos basados
en solventes orgdnicos por aquellos mds amigables con el medioambiente, los procesos de
polimerizacién en medio acuoso presentan actualmente un gran interés industrial. Su principal ventaja,
se debe a que el empleo de agua abarata el proceso, reduce la contaminacién ambiental y disminuye la
toxicidad de los productos obtenidos. En este sentido, las polimerizaciones en emulsién y en
miniemulsién, representan una alternativa para la sintesis de 1atex hibridos, permitiendo controlar y/o

disefiar estructuras a escala nanométrica, dando la posibilidad de obtener materiales poliméricos
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nanoestructurados con propiedades atractivas para diferentes aplicaciones (adhesivos, pinturas,
recubrimientos, y barnices, entre otros).

En este sentido, el objetivo general del presente trabajo de Tesis Doctoral es la sintesis de
nanoparticulas hibridas de acrilico-proteina con nanoestructura y nanomorfologia controladas, para su
potencial aplicacién en recubrimientos, sustituyendo parcialmente mondémeros derivados del petréleo
por sustancias de origen natural como la caseina, la zeina y los mondmeros bioderivados, mediante un
procesos de bajo impacto medio ambiental como las polimerizaciones en medio disperso acuoso
(emulsién batch/semi-batch y miniemulsiéon batch). Para esto, se abordaron problemas ligados a la
modificacién quimica de la zefna, y a la sintesis y caracterizacién de los litex, como: i) la
funcionalizacién de una proteina hidrofébica (zeina), para mejorar su reactividad y su incorporacién en
materiales hibridos; ii) el empleo de diferentes combinaciones de caseina/zeina en latex hibridos,
mediante la polimerizacién en miniemulsién batch y en emulsién semi-batch y el estudio de su
influencia sobre la propiedades finales de los materiales obtenidos; y iii) la utilizacién de formulaciones
acrilicas conteniendo monémeros bioderivados y caseina, para incrementar el contenido de materia
prima proveniente de fuentes naturales; y el estudio de su efecto sobre el mecanismo de nucleacion de
particulas en la polimerizacién en emulsion. Finalmente, se efectud un estudio de las propiedades de los

latex obtenidos para su potencial aplicacion en recubrimientos decorativos o recubrimientos entéricos.
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Capitulo 1: Consideraciones Generales

CAPITULO 1: CONSIDERACIONES GENERALES *

INTRODUCCION

En las ultimas décadas, muchos productos de origen natural han sido empleados en varias
aplicaciones con el propdsito de sustituir materiales de origen sintético y obtener productos que sean
mds amigables con el medio ambiente.! En este contexto, diferentes alternativas han sido empleadas,
como por ejemplo, la incorporacién de biopolimeros (como las proteinas) o mondémeros bioderivados,
en las formulaciones de nuevos materiales puros o hibridos (es decir, cuando se combina un componente
biobasado con otro de origen sintético).

Las proteinas, tanto de origen vegetal como animal, han sido ampliamente utilizadas debido a que
la compleja estructura aminoédcida que la conforman le otorga a estas macromoléculas una alta
funcionalidad y polaridad natural. Estas caracteristicas permite que las proteinas tengan excelentes
propiedades, como adhesién, emulsificacidn, sensibilidad al cambio del pH, capacidad para formar
Peliculas (film), entre otras.> Por este motivo, las proteinas han sido ampliamente utilizadas en
aplicaciones de recubrimientos, adhesivos, en el acabado de papel, cueros y maderas, o como aditivos
para mejorar las peliculas y como emulsionantes. Otra gran ventaja que poseen las proteinas, deriva
directamente de su origen natural, ya que provienen de fuentes renovables, bajando el impacto
medioambiental del proceso de produccién, al reducir la huella de carbono de la materia prima.>*
Ademads, son capaces de ser biodegradadas (en condiciones de compostaje, o en presencia de enzimas
especificas); y se ha probado que pueden ser biocompatibles, por lo que también tienen especial interés
en el drea biomédica, ingenieria de tejidos, cosméticos, etc.>!! Sin embargo, generalmente estos
biopolimeros presentan falta de uniformidad entre lotes, y poseen baja resistencia mecanica debido a
sus altas Tg, ademds de baja resistencia al ataque microbiano, entre otras desventajas, representando un

serio inconveniente en la mayoria de las aplicaciones.!

2 Parte de la revision bibliografica mostrada en este Capitulo forma parte de una revision publicada por Cencha et
al. en Ind. Eng. Chem. Res. (2021), 60, 4745-4765.
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Por otro lado, la necesidad de incorporar dentro de los materiales poliméricos sustancias de origen
natural, como aceites vegetales o dcidos grasos (los cuales poseen una baja o nula capacidad de
polimerizar), han impulsado el desarrollo de mondémeros bioderivados. En este sentido, la modificacién
quimica de estos materiales ha sido altamente estudiada para incorporarle diferentes grupos funcionales,
que permitan su copolimerizacién en masa, en solventes orgdnicos o en dispersiones acuosas, para la
sintesis principalmente de polimeros termoendurecibles y termoplésticos, y de adhesivos.'? Los
monodmeros bioderivados se pueden obtener de diversas fuentes de origen natural, contribuyendo a la
reduccién de la huella de carbono del producto final. Ademads, la estructura o funcionalidad de los
mondémeros bioderivados puede variarse dependiendo del agente modificante utilizado durante su
obtencidn, para ajustarse a la aplicacidn requerida. Sin embargo, los mondémeros bioderivados, como su
nombre lo indica, poseen una fraccién derivada de origen natural y una fraccién sintética (proveniente
del agente modificante), y a diferencia de las proteinas, no suelen ser biodegradable.

Otro aspecto importante a considerar cuando se analiza el impacto ambiental de los materiales, es
el proceso de produccién. En otras palabras, un producto con alto contenido de materiales proveniente
de la naturaleza y biodegradable, obtenido mediante un proceso con baja emisién de solventes organicos,
hacen al conjunto producto-proceso una alternativa amigable con el medio ambiente. En este sentido, la
sintesis de polimeros en base acuosa, permite reducir la emisién de compuestos organicos volatiles
(VOCs), al evitar el uso de solventes orgédnicos (como medio de reaccién), generalmente empleados en
las polimerizaciones en solucién.'* !> En este sentido, los polimeros dispersos en medio acuoso (l4tex)
obtenidos por polimerizacién en emulsiéon o en miniemulsion, tienen gran interés industrial en la
produccién de plasticos, recubrimientos, adhesivos, materiales de construccién, modificadores de
impacto y materiales para el tratamiento de cueros, entre otros. Ademas, el empleo de agua como medio
de dispersion abarata el costo del proceso, reduce la viscosidad final del 1atex, ayuda a mejorar el control
de la temperatura de reaccién, y permite obtener latex con un alto contenido de sélidos, a elevadas
conversiones y de elevado peso molecular.'®

En este contexto, muchas investigaciones han considerado la inclusién de proteinas naturales,

centrdndose en la posibilidad de introducir la funcionalidad y las estructuras de estos biopolimeros
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dentro de los materiales hibridos. En algunos casos, se perseguia como objetivo principal mejorar las
propiedades mecénicas y térmicas del material final, o reducir el ataque microbiano del biomaterial,
mediante la presencia de un polimero sintético.!”?! En gran parte de estos trabajos, se empleé como
método de sintesis la polimerizacién en emulsion, mediante el cual se logré la incorporacién de
diferentes proteinas solubles en agua. Sin embargo, algunos aspectos y propiedades de estos materiales
hibridos se han visto desfavorecidos por el caricter hidrofilico de las proteinas incorporadas, por
ejemplo, la reduccién de la resistencia al agua que presentan los materiales hibridos basados en
proteinas, como la casefna.”? Un caso no abordado en la bibliografia, es la obtencién de materiales
hibridos acrilicos/proteinas sintetizados en medio disperso con la inclusién de proteinas hidrofébicas,
para su aplicacion en recubrimientos.

En esta Tesis se persigue mejorar la resistencia al agua de los recubrimientos hibridos
acrilicos/proteinas, como asf también incrementar el contenido de la fraccién natural de estos materiales

a través de la incorporacion de mondmeros bioderivados.

PROTEINAS

Entre las alternativas para la sustitucién de polimeros a base de petréleo, las proteinas naturales
representan una opcién prometedora debido a su biodegradabilidad, comestibilidad, baja toxicidad y, en
muchos casos, alta disponibilidad, con buena pureza y bajo costo. En general, las proteinas suelen estar
infrautilizadas, lo que se suma a las ventajas antes mencionadas para hacer de estos biopolimeros una
materia prima ecoldgica.?*?* Estructuralmente las proteinas estdn formadas por la unién de diferentes
aminodcidos (Figura 1.1), que le proporcionan a la molécula miltiples grupos funcionales, como grupos
amino, carboxilo, hidroxilo y tiol, a través de los cuales se pueden introducir modificaciones quimicas,
permitiendo mejorar el desempefio de las proteinas o adaptdndolas para obtener propiedades
especificas.>* A continuacién se describen las generalidades de las proteinas empleadas en esta Tesis

(caseina y zeina), incluyendo sus usos y modificaciones quimicas propuestas.
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Figura 1.1. Conjunto de aminodcidos que conforman la estructura primaria de las proteinas

1.2.1. Caseina

Generalidades

La caseina es la principal proteina de la leche bovina y representa aproximadamente el 80% del total
de las proteinas. En términos de composicion, consta de cuatro subfracciones, aS1-, aS2-, B- y
K-caseinas, con una relacién molar de aproximadamente 4:1:4:1, las cuales son anfifilicas y con pesos
moleculares promedio entre 19 y 30 kDa.”® La caseina, se obtiene por precipitacion, mediante la
acidificacién a pH 4.6 (punto isoeléctrico de la proteina, IEP) de la leche cruda (sin calentar). Las
proteinas que permanecen remanentes en solucién acida se conocen como proteinas del suero. La
produccién mundial de caseina, de grado comestible e industrial, se calcula entre 430.000 y 460.000
toneladas/afio, siendo Nueva Zelanda, Paises Bajos y Alemania sus principales productores, y se estima

un incremento de la produccién para 2025, alcanzando un 90.2% del mercado mundial total para el

grado industrial y un 9.8% de la caseina de grado comestible.!

Actualmente, debido a su excelente capacidad de formacién de pelicula y sus buenas propiedades

adhesivas, la caseina (pura o modificada) se encuentra en aplicaciones de recubrimientos, adhesivos,
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fabricacién de papel, acabado de cuero y peliculas comestibles, entre otros.!*>2® Ademds, debido a su
biocompatibilidad y caracteristica no inmunogénica, también se estd estudiando en la sintesis de
materiales con aplicaciones biomédicas, como la administracién de farmacos.?** Sin embargo, muchas
de las aplicaciones industriales de la caseina se encuentran limitadas, principalmente debido a su escasa

resistencia al agua y pobre resistencia mecanica.'

Incorporacion de la caseina en la sintesis de materiales hibridos

La capacidad emulsificante que posee la caseina resulté prometedora para su empleo como
sustituyente de surfactantes convencionales. En este sentido, las primeras polimerizaciones que
incluyeron la incorporacion de caseina se llevaron a cabo mediante una polimerizacién en emulsién libre
de emulsificantes, e involucraron el uso de mondmeros convencionales tales como acrilato de n-butilo
(BA), acetato de vinilo (VAC), metacrilato de butilo (BMA), acrilamida (AM) y acrilato de metilo
(MA), empleando persulfato de potasio (KPS) o persulfato de amonio (APS) como iniciadores.! Si bien
no se informé un mecanismo de injerto de la proteina, se espera que este implique una abstraccién de
hidrégeno de la caseina por parte de la especie de radicales sulfato. Sin embargo, el uso de persulfatos
como iniciadores presenta una limitacién debido a que pueden producir una degradacién oxidativa de la
caseina, resultando en productos amarillentos.!” Estos problemas oxidativos fueron superados por
Li ef al.* quienes emplearon un sistema de iniciacién redox para injertar de manera eficiente los
mondmeros sobre la cadena de la caseina, el cual implica el uso de un hidroperéxido orgdnico (-ROOH)
soluble en agua como agente oxidante, como el hidroperéxido de tert-butilo (TBHP), el cual reacciona
con los grupos amino presentes en la caseina, generando dos radicales libres. De esta manera, los
radicales libres formados en los grupos amino de la caseina inician la copolimerizacién por injerto con
el monémero vinilico disponible en la fase acuosa. Estos macroradicales se vuelven anfifilicos a medida
que progresa la polimerizacién en fase acuosa y auto-ensamblan dando lugar a agregados precursores
de nanoparticulas nicleo-coraza.

Este método de iniciacién propuesto por Li e al.*®, fue estudiado exhaustivamente en nuestro grupo

por Picchio er al.,*® donde se avanzd sobre los mecanismos de nucleacién y crecimiento de las
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nanoparticulas involucrados en la sintesis de particulas hibridas acrilico-caseina. A partir del estudio de
los pardmetros de sintesis que afectan el grado de injerto de la caseina, la microestructura de las
nanoparticulas y las propiedades de los materiales obtenidos, se propuso el mecanismo de nucleacién
de la Figura 1.2 para la polimerizacién en emulsién libre de emulsificante convencional, conteniendo
caseina nativa, metacrilato de metilo (MMA) como monémero y TBHP como iniciador.

Antes de comenzar la polimerizacion, la dispersion inicial (Figura 1.2A) estd compuesta por la
caseina nativa que se encuentra disuelta en la fase acuosa o formando micelas, y el monémero, en este
caso MMA, formando principalmente gotas y en menor medida solubilizado en la fase acuosa e
hinchando el interior hidréfobo de las micelas de caseina. Una vez alcanzada la temperatura de reaccién,
se adiciona el TBHP, el cual quedar4 repartido entre las fases acuosa e hidr6foba. Durante la etapa de
iniciacién (Figura 1.2B), se produce la reaccién redox entre los grupos amino de la caseina y el TBHP
de acuerdo a la propuesta de Li et al.*®, formando 2 radicales libres, uno sobre el grupo amino de la
caseina y un radical tert-butoxi. Estos radicales dardn inicio a la nucleacién de particulas por tres
mecanismos posibles. Como se puede observar en la Figura 1.2B, el primer mecanismo (I) involucra el
injerto de la caseina en la fase acuosa a través de la propagacion de los radicales aminos con el MMA
soluble en el agua, logrando el injerto de la proteina. Estos radicales de copolimero de injerto crecen
hasta volverse insolubles en el agua y se auto-ensamblan para formar microdominios de tipo micelar.
Este mecanismo resulta en la formacién de particulas compatibilizadas. Por otro lado, en la fase acuosa
también ocurre la propagacion de radicales tert-butoxi con el MMA (mecanismo II de nucleacién),
produciendo radicales homopoliméricos, los cuales pueden coagular produciendo nuevos
microdominios de PMMA no compatibilizados y estabilizados con caseina adsorbida fisicamente sobre
la superficie. Estos radicales homopolimericos también pueden ingresar dentro de los microdominios
formados mediante el mecanismo I o dentro de las micelas de caseina hinchadas con MMA, para seguir
su propagacién. Por dltimo, los radicales tert-butoxi (altamente hidrofébicos) podrian ingresar dentro
de las micelas de caseina hinchadas con monémero (mecanismo III de nucleacién), produciendo

particulas de acrilico estabilizadas por la proteina no injertada.




Capitulo 1: Consideraciones Generales

A) DISPERSION INICIAL

/\/\J Micela de caseina
(\‘d Gota de

¥ s '
U .7 ¥ | monomero
Suhhi \'ﬁ 1
LAY,

"LL' oy

Monomero N\) ¥
soluble enagua L) }'hsi'ﬁ’
: a
v ’}?K
e Micela de caseina
Caseina nativa soluble I AR UL R
. . TBHP — 80 °C
B) INICIACION Y NUCLEACION

1. Reaccion de iniciacién

f\'Hl NH;
L% Y U\\ -H'|0 \
Y om X g WP o
2. Reaccion de nucleacion
& l"
- e \4{\“—' S, 4
WAy . Y| ), .
) L o e % A — :
10 Sk ax = Z -
f"
#"
’
P

_———

Figura 1.2. Mecanismo de nucleacion de particulas sugerido por Li*® y ampliado por Picchio®.

Si bien este mecanismo permite obtener materiales compatibilizados, el grado de injerto de la caseina
(proteina unida quimicamente a PMMA) se reduce drasticamente cuando se incrementa la concentracién
de la misma, resultando en materiales con baja resistencia al agua.’*¥’ En otras palabras, el aumento de

la concentracidn de caseina promueve la formacién de micelas y los mecanismos de nucleacién 11 y 111
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de la Figura 1.2B. Un enfoque utilizado para abordar este inconveniente, fue la modificacién quimica
de la caseina, a través de los grupos polares presentes en su estructura, como los grupos amino, hidroxilo
y carboxilo.??3%3° En este sentido, la funcionalizacién de la proteina permitié maximizar el grado de

injerto proteina-acrilico, mejorando las propiedades finales de los materiales hibridos.

Metacrilacion de la caseina

La modificacién quimica de la caseina mediante la incorporacién de grupos vinilicos en su molécula
permitié obtener una proteina capaz de polimerizar radicalariamente, incrementando la reactividad de
la proteina, mejorando drasticamente el injerto entre las fases proteica y acrilica. Esto se debe a que la
casefna funcionalizada, a diferencia de la caseina nativa, puede injertarse al monémero mediante la
propagacioén del radical amino generado en la etapa de iniciacién y mediante los dobles enlaces ahora
presentes en la molécula, aumentando significativamente la probabilidad de injerto.

Una alternativa de funcionalizacién reportada fue la acrilacién de caseina empleando 4cido acrilico
(AA) como agente modificante y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) como agente
activante; sin embargo esta técnica resultd ineficiente debido a que alcanza un bajo grado de
modificacién y produce una urea como subproducto.?? Por este motivo, la metacrilacion de la caseina
mediante la reaccién amina-glicidil éter, empleando metacrilato de glicidilo (GMA) como agente
modificante, surge como la alternativa mas prometedora, debido a que no genera subproductos y permite
obtener altos grados de modificacion (hasta 30 grupos metacrilicos por molécula de proteina),
mejorando el injerto de la proteina y por lo tanto la compatibilizacidn entre las fases acrilica y proteica.*’
En la Figura 1.3 se presenta el esquema de reaccién para la obtencién de la caseina metacrilada
empleando GMA. La reaccién procede por el ataque nucleofilico del grupo amino sobre el carbono
menos sustituido del oxirano, produciendo la apertura del anillo y la subsiguiente formacién de una

amina con enlaces vinilicos.*® De esta forma, la proteina presenta una nueva funcionalidad metacrilica,

que junto con los grupos amino, tiene la capacidad de propagar mediante polimerizacidn radicalaria.
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Figura 1.3. Esquema de reaccion para la obtencion de la caseina metacrilada, empleando GMA como

agente funcionalizante.

A lo largo de esta Tesis, se emple6 la caseina metacrilada, la cual se prepara con una formulacién
tedrica para que contenga 8 grupos vinilicos por mol de proteina de acuerdo a la receta presentada en la
Tabla 1.1. A continuacién se describe el proceso empleado y algunas caracterizaciones realizadas. En
este sentido, la caseina fue disuelta en una solucién acuosa de Na2CO3 (pH 11), a 50 °C y bajo
agitacion continua. Luego se procede a la adicién de GMA, manteniendo la mezcla reaccionante a
la misma temperatura durante 4 h. Finalmente, esta solucion de caseina sin purificar es empleada

como base en la polimerizacién en emulsién o miniemulsién.*’

Tabla 1.1. Receta general para la obtencion de caseina metacrilada.

Reactivos Cantidades
Caseina (g) 4.5
Na;COs (g) 0.168
Agua (g) 42
GMA (g) 0.171
Sitios reactivos/molécula de caseina @ 8

@ Considerando un peso molecular medio de la caseina de 30000 g/mol

La modificaciéon de la caseina se caracteriza por resonancia magnética nuclear (RMN),
empleando una solucién de caseina previamente dializada (para eliminar el GMA no reaccionado).
En la Figura 1.4, se presentan los espectros de 'H-RMN del GMA puro, de la caseina nativa y la
modificada. Como se puede observar, la caseina metacrilada presenta sefiales entre los corrimientos
quimicos 5.5-6.0 ppm, correspondientes a los protones de los dobles enlaces adicionados, mientras
que la caseina nativa carece de sefiales en este rango, demostrando la modificacién exitosa con el

GMA.
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Figura 1.4. Espectros 'H-RMN del GMA puro, la caseina metacrilada y nativa (a), y una ampliacion

correspondiente a la zona 4.5-6.5ppm (b). Resultados obtenidos en esta Tesis.

Ademads, la proteina modificada se caracterizé para determinar la reduccién de los grupos amino
presentes en la molécula, mediante el método del o-ftalaldehido (OPA) y la concentracién micelar critica
(CMC) de la proteina, mediante la determinacién de la tension superficial de diferentes soluciones de
caseina (Las técnicas de caracterizacion se encuentran detalladas en las secciones A.3.2 y A.3.3 del
Anexo, respectivamente). En la Tabla 1.2 se resumen los resultados de estos ensayos. La determinacién
de los grupos amino remanentes en la estructura de la caseina, luego de la funcionalizacién, es
importante debido a que no solo es indicativa del grado de modificacién, sino que también su
disponibilidad es necesaria en el proceso de iniciacién con el TBHP (Figura 1.2B). Por lo tanto, cuanto
mayor sea el grado de modificacién de la proteina, menos grupos amino disponibles habrd para la
iniciacién con el TBHP. Sin embargo, como se puede observar en la Tabla 1.2 la reduccién de estos
grupos es baja cuando se adicionan 8 grupos vinilicos por mol de caseina (considerando la sefial de la
caseina nativa como un 100%), esperando que la reaccidn de iniciacidon redox no sea afectada por la
metacrilacion de la proteina. Por otro lado, la funcionalizacion de la proteina redujo levemente su CMC,
concentracion a partir de la cual la proteina forma micelas en soluciones acuosas (Figura 1.5), por lo
que la caseina metacrilada se encuentra levemente menos soluble en la fase acuosa que la caseina nativa,

en los sistemas de reaccién empleados a lo largo de la Tesis.

10
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Tabla 1.2. Concentracion micelar critica (CMC) y grupos NH; disponibles, para la caseina nativa y
Sfuncionalizada. Resultados obtenidos en esta Tesis.

CMC Grupos NH: disponibles
Caseina Y Concentracion Unidades de Absorbancia (%)
(mN/m) (mg/ml) (AU)
Nativa 44.32 0.083 0.315+6.4x 107 100.0
Metacrilada 42.87 0.059 0.289 +2.8 x 103 91.8
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Figura 1.5. Tension superficial de soluciones acuosas de caseina nativa y funcionalizada, con diferentes

concentraciones de la proteina. Resultados obtenidos en esta Tesis.

1.2.2. Zeina

Generalidades

La zeina es la principal prolamina del maiz y comprende el 50% de la proteina total del
endospermo.'!*! La zefna es una mezcla heterogénea de polipéptidos clasificados en cuatro fracciones
denominadas 8-, y-, B- y a-zeina (70-85% de zeina total) basandose en sus secuencias de aminoécidos,
peso molecular, solubilidad y carga.** A partir de 2010, la zeina comercial fue producida como un
subproducto del proceso de obtencién de la harina de gluten de maiz, principalmente por dos compaiiias,
Flo Chemical Corp. (Ashburnham, Estados Unidos) y Showa Sangyo (Tokio, Japén), y como un
subproducto del proceso de produccién de bioetanol, por Prairie Gold, Inc. (Bloomington, Estados
Unidos).** Hoy en dia, la zeina comercial es principalmente a-zeina con un peso molecular entre 19 y

22 kDa, aunque su composicion puede variar segtin el método de obtencion.*>#

11
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En comparacion con otras proteinas de origen vegetal, la zeina tiene propiedades significativas y
unicas debido a su secuencia de aminodcidos, que estd compuesta principalmente por aminoacidos no
polares y no cargados como la glutamina (21-26%), la leucina (20%), la prolina (10%) y la alanina
(10%).** Aunque esta proteina tiene dominios laterales hidréfobos e hidréfilos (en menor medida) en su
estructura, con frecuencia se considera una proteina hidréfoba debido a su insolubilidad en agua.®*? En
los dltimos afios, este biopolimero ha atraido el interés industrial para explorar su potencial como materia
prima, debido principalmente a dos motivos: i) la zeina no es una proteina indispensable para el consumo
humano por su escasa solubilidad en agua y su bajo nivel nutricional (carece de los aminoacidos
esenciales lisina y triptéfano) y ii) como se menciond anteriormente, la zeina se obtiene como
subproducto de procesos bien establecidos.*?

Una gran ventaja que posee la zeina es que ha sido aprobada como un material generalmente
reconocido como seguro (GRAS), por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos.?** Esto, sumado a su capacidad de formar peliculas, su biocompatibilidad, su
biodegradabilidad y su capacidad para encapsular tanto activos hidr6fobos como hidréfilos, le dieron a
la proteina un amplio rango de aplicaciones, empledndose en la sintesis de materiales biobasados dentro
de la industria de pléasticos biodegradables, recubrimientos, cosméticos, como asi también en
aplicaciones biomédicas, de ingenierfa de tejidos, y aplicaciones de control de administracién de
farmacos. En estas aplicaciones, la zeina ha sido empleada en forma practicamente pura, en mezclas
fisicas con otros materiales o como parte de un material multifisico, obteniendo diferentes morfologias
como nanofibras, micelas, nanoparticulas, nanoesferas e incluso peliculas.!!31:53-35:44.46-52
En el Capitulo 6 de la Tesis, se hard hincapié en el uso de nanoparticulas basadas en zeina, empleando

el método antisolvente de precipitacion, por lo que a continuacion se explicara en detalle este sistema.

Método antisolvente de precipitacion para la sintesis de nanoparticulas
La técnica antisolvente de precipitacion, también se denomina desolvatacion, precipitacién por

extracciéon o desplazamiento del disolvente; es una técnica ampliamente utilizada para obtener

12



Capitulo 1: Consideraciones Generales

nanoparticulas, debido a que ofrece la posibilidad de formar nanoparticulas completamente biobasadas,
con excelentes propiedades finales como resultado de la sinergia de los biopolimeros combinados.*® Esta
técnica se basa en la disminucién de la capacidad de solvatacion del disolvente en el que se encuentra
disuelto un soluto.’® La precipitacion se puede lograr mediante la adicién de un antisolvente (liquido en
el cual el soluto es insoluble, pero es miscible al solvente), para inducir la sobresaturacién y precipitacion
del soluto que se encuentra soluble en el solvente. La principal fuerza impulsora para la formacién de
particulas durante la precipitacion, es el desequilibrio de las interacciones moleculares entre soluto,
disolvente y antisolvente. De esta manera, a una determinada relacién solvente/antisolvente, las
interacciones soluto-soluto son lo suficientemente fuertes como para superar la entropia de los efectos
de mezcla y otras interacciones, dando lugar a la precipitacién del soluto en forma de pequeiias
particulas. Una vez formadas las nanoparticulas, es importante que exista una repulsion suficientemente
fuerte entre ellas para evitar la agregacion de las mismas.*®¢ LaMer y Dinegar (1950) , desarrollaron
un modelo que permite explicar la nucleacion instantdnea y el crecimiento de las nanoparticulas, que
ocurren durante la precipitacién homogénea de un soluto que se encuentra en una solucién saturada, a
partir del estudio sobre la precipitacion de particulas coloidales de azufre, donde observaron que la
sobresaturacion de las soluciones de azufre cambiaba con el tiempo durante la precipitacion.’”>® En la
Figura 1.6 se esquematiza dicho modelo, donde se pueden distinguir las diferentes etapas del proceso:
generacion de la sobresaturacién, nucleacién, y el posterior crecimiento de las particulas por
condensacién y coagulacion.

A continuacidn, se describen los procesos de formacién y crecimiento de las particulas formadas

mediante la técnica antisolvente de precipitacion.

e Sobresaturacién y nucleacién

Como se menciond anteriormente, el proceso de formacidn de nanoparticulas a través de esta técnica
comienza con la adicién de la solucién que contiene el soluto al antisolvente (o viceversa), disminuyendo
la calidad del solvente. Sin embargo, existe un breve periodo de tiempo previo a la precipitacién. El

intervalo de composiciones de solvente/antisolvente en el que no se observa nucleacién dentro de un
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marco de tiempo dado, se denomina zona metaestable (Figura 1.6-a), mientras que al tiempo transcurrido
entre el inicio de la sobresaturacion y la aparicidn de los nicleos se lo denomina tiempo de induccién
(Figura 1.6-¢).>® Cuando la concentracion del soluto excede la concentracion de equilibrio de saturacion
(Ceq) asociada a una determinada relacién solvente/antisolvente, el sistema se sobresatura de soluto
(Figura 1.6-b), hasta alcanzar una concentracidn critica a partir de la cual comienza la nucleacién de las
particulas (Figura 1.6-d). Mientras se mantenga la adicién de soluto (es decir, disuelto en el solvente),
la concentracion de sobresaturacion seguird aumentando, generando nuevos nucleos de particulas. Sin
embargo, cuando cesa la adicion del solvente, la concentracién de soluto puro comienza a disminuir,
pasando por debajo de la concentracidn critica de sobresaturacién. En este punto cesa la nucleacion y el
nimero de nicleos formados ya no cambia,* dando lugar al crecimiento de las particulas por

coagulacion y condensacion.

Nanoparticulas de soluto

. . : Concentracion de
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Figura 1.6. Cldsica ilustracion esquemdtica del método LaMer-Dinegar, que representa el proceso de
formacion de nanoparticulas de solutos mediante la técnica de precipitacion. Etapas: a) zona
metaestable; b) sobresaturacion del soluto; c) tiempo de induccion; d) nucleacion de las particulas;

e) crecimiento por condensacion; y f) crecimiento por coagulacion. El eje del tiempo no estd escalado

para poder mostrar con detalle las diferentes etapas.
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De acuerdo a la teoria cldsica de nucleacién homogénea, la velocidad de nucleacién (J), queda
definida por la ecuacién 1.1.% El grado de sobresaturacion (S) se puede describir como la relacién entre
la concentraciéon de soluto (c¢) y del soluto en equilibrio (Ceq) en una mezcla especifica
solvente/antisolvente (ecuacidn 1.2), mientras que v es la frecuencia de transporte molecular en la

interfaz sélido-liquido, y se define segun la ecuacién 1.3.

N —16mo3v,? 11
J = NoV exP 33 (ns? [1.1]
c
kT

donde, N, es el nimero de moléculas de soluto por unidad de volumen, ¢ es la tension interfacial en la
interfaz sélido-liquido, v, es el volumen de una molécula de soluto, k es la constante de Boltzmann, T
es la temperatura absoluta, i es la viscosidad de la solucién circundante y a, es el didmetro efectivo
medio de las especies en difusion.*® De las ecuaciones 1.1 a 1.3, se puede deducir que los principales
pardmetros que inciden en la velocidad de nucleacion, son la concentracién del soluto, la relacién
antisolvente/solvente, la temperatura y la solubilidad del solvente en el antisolvente, y determinan las

propiedades cruciales de las nanoparticulas, como el tamafio, la morfologia y la composicién.®!

e Crecimiento de nicleos por condensacion y coagulacién

La condensacién se define como la adicién de moléculas individuales a la superficie de la particula
y debe distinguirse de la coagulacién, que ocurre cuando dos o mds particulas se adhieren entre si. La
velocidad de condensacidn disminuye por la coagulacion de las particulas, debido a que se reduce el
nimero total y el drea superficial de los niicleos iniciales. Finalmente, el crecimiento de las particulas
por condensacién cesa cuando la concentracion de soluto libre (no absorbido) se reduce por debajo de
la concentracién de saturacion de equilibrio (Fig.1.6-¢).%

Por su parte, la coagulacién de particulas es otra fuerza impulsora importante para el crecimiento de

particulas. Ocurre cuando las interacciones atractivas (como van de Waals o la atraccién hidr6foba)
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dominan por sobre las interacciones repulsivas (como la repulsion estérica o electrostatica). Las
particulas pueden fusionarse irreversiblemente después de la agregacién, o pueden aglomerarse
conservando sus formas individuales, pudiendo liberarse en ocasiones mediante la aplicacién de fuerzas
mecdnicas, como agitacién, homogeneizacién o tratamiento ultrasénico. La cinética de la coagulacién
de particulas depende tanto de la frecuencia de las colisiones (relacionadas con la concentracién de
particulas, el tamafio de las particulas y el movimiento browniano, gravitacional o mecanico de las
particulas), como de la eficiencia de la colision (relacionado con las interacciones atractivas y repulsivas
existentes entre las particulas).>

En este sentido, la clave para producir nanoparticulas mediante esta técnica de precipitacién con una
distribucién angosta del tamaio de particulas, es crear condiciones que favorezcan una nucleacion rapida
y un crecimiento lento de particulas. Sin embargo, es importante considerar que la precipitacion de
solutos en soluciones sobresaturadas consiste en una secuencia de eventos interdependientes, y que en
ocasiones, dichos eventos no aparecen en sucesion, sino que pueden ocurrir simultdneamente, por lo que
es posible que en algunos sistemas también ocurra la nucleacién secundaria (a partir de nicleos fordneos
formados in situ o adicionados).”’

Por otro lado, las particulas se pueden estabilizar contra la coagulacién mediante la inclusién de
agentes estabilizantes o tensioactivos, como por ejemplo los biopolimeros mencionados en la Tabla 1.3.
Las moléculas estabilizadoras se adsorben en la superficie de las nanoparticulas e imparten estabilidad
al introducir interacciones repulsivas, como la repulsion electrostética y estérica.®> La fuerza impulsora
para la adsorcidn de tensioactivos o biopolimeros es tipicamente una atraccidn hidréfoba o electrostética,
y permiten obtener particulas estables y capaces de ser redispersadas en agua, luego de ser liofilizadas.
Estos agentes estabilizantes se pueden agregar después de la obtencién de las particulas® o se pueden

63-66

disolver en la fase antisolvente, para que participen durante la formacién de las particulas, siendo

esta ultima la mas empleada.
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Tabla 1.3. Bioparticulas basadas en zeina, estabilizadas por diferentes biomateriales

. Relacion .
Sistemas seina/X @ RP (%) Dp (nm) Aplicaciones Ref.
1:0.07- Sistema de administracién de
Zeina/TPS o 20-70  130-495 farmacos contra el cancer 63
1:0.7 .
(Paclitaxel)
Zeina/Pectina 1:0.32 > 92 oo Liberacion controladade 67
suplementos dietéticos (curcumina)
. No Administracién de farmacos por via 68
Zeina/CSA 1:2-1:13 140-200 . .
reportado oral (insulina)
Sistemas de nanoportacion para
Zeina/Alginato 1:0.25 95 160  moléculas bioactivas 69
(No especificado)
1:1 No 110 - 2
reportado 500
1:1-5:1 No 100-130 Encapsulacién }//0 hberamon, . 7
Zeina/SC reportado controlada de fairmacos terapéuticos,
1:0.1-12 No 120-150 cqmponeptes bioactivos y pigmentos ¢,
reportado alimentarios
1:0.75- 7
1:1.05 74-82  177-240
No Encapsulacion y liberacion
Zeina/CMCS 1:0.5-1:2 86-200 controlada de vitamina soluble en 47
reportado .
grasa (Vitamina D3)
1:0.05 - No Liberacion controlada de agente 7
211-862 . .
Zeina/Quitosano 1:0.2 reportado bioactivo (a-tocoferol)
1:0.02 - No 60 -  Estabilizador de emulsiones, 65
1:0.1 reportado 1000  conocida como pickering emulsion
Zeina/SC con 1:0.25- No 141421 Liberacién controlada de farmaco 7
PDC-CA 1:0.8 reportado (Exenatida)
Zeina/almidén 12-1:10 No 115 - E.stabll.lzador de‘emulswnes, 75
reportado 564  pickering emulsion
Zeina/ac. thnico 1:0.1 — No 96 - 250 E.stabll.lzador de.emulsmnes, 76
1:0.5 reportado pickering emulsion

Obtencion de bioparticulas basadas en zeina, empleando la técnica antisolvente de
precipitacion

Debido a las dificultades que implican la incorporacién de un material hidrofébico en sistemas de
base acuosa, la sintesis de nanoparticulas basadas en zeina empleando la técnica antisolvente de
precipitacién, ha mostrado gran interés en los tdltimos afos. En este contexto, diversos biomateriales
anfifilicos han sido estudiados como estabilizadores, en la sintesis de nanoparticulas de zeina, como

por ejemplo el polisacérido del té (TPS),* la pectina,®’ la amilosa carboximetilada de cadena corta
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(CSA),® el alginato,*” el caseinato de sodio (SC),**7%72 el quitosano,%-”* el quitosano carboximetilado
(CMCS),* el almidén,” y el 4cido tdnico’. En la Tabla 1.3 se resumen las nanoparticulas basadas en
zeina, sintetizadas por la técnica antisolvente de precipitacion (o variantes de la misma), detallando los
biomateriales empleados como estabilizantes, las composiciones estudiadas, el tamafio de las
nanoparticulas, el rendimiento de particulas (RP, relacion entre las bioparticulas producidas y la cantidad
inicial de biomateriales empleados) y sus aplicaciones. Como se puede observar, es posible sintetizar
una amplia variedad de bioparticulas basadas en zeina para diferentes aplicaciones, con un amplio rango
de didmetros y buenos rendimientos de particulas (70-90%).

Finalmente, debido al creciente interés en esta técnica para la obtencién de nanoparticulas basadas
en zeina, algunas investigaciones se han centrado en el desarrollo de procedimientos que permitan
obtener bioparticulas estables, y que puedan ser escalables, continuos y econdmicamente atractivos para
la industria, utilizando algunas variantes del método antisolvente de precipitacion, como por ejemplo la
nanoprecipitacion flash (FNP),% la FNP de cuatro corrientes,* el método de microfluidizacion de doble
canal,”’ y la combinacién de la FNP con secado por aspersién.”

Este procedimiento para la obtencién de nanoparticulas basadas en zeina, presenta un gran potencial
para ser empleado como precursor en la formacién de nuevas nanoparticulas hibridas acrilico/proteinas
con la incorporacion de multiples biomateriales, allanando el camino para su uso en otras aplicaciones

industriales.

MONOMEROS BIOBASADOS

Debido a las crecientes preocupaciones sobre el impacto ambiental de la utilizacién del petrdleo y
sus derivados, en la actualidad se estd haciendo un gran esfuerzo por buscar alternativas renovables. Las
denominadas biorrefinerias (andlogo al proceso tradicional de refineria de petréleo) surgen como una
alternativa para la obtencién de productos quimicos de interés, a partir de biomasa renovable. De esta
manera es posible sintetizar diversos mondémeros biobasados o bioderivados, como dioles, dcidos
dicarboxilicos, monémeros ardmaticos y diaminas, entre otros, por ejemplo a partir microorganismos

modificados metabolicamente.” Sin embargo, la mayor parte de estos se han copolimerizado mediante
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polimerizaciones de crecimiento por paso, en masa o en solucién, para producir polimeros
termoendurecibles (como compuestos fendlicos, poliepdxidos, poliuretanos) y algunos polimeros
termoplasticos (como poliésteres o poliamidas). Esto se debe principalmente a que las moléculas
derivadas de la biomasa contienen generalmente varios grupos funcionales (alcoholes, fenoles, acidos,
aminas, etc.), los cuales permiten obtener polimeros termoendurecibles a través de una policondensacién
directa.'?

Por el contrario, la polimerizacién por crecimiento de cadena a partir de mondémeros biobasados, ha
sido menos investigada, debido a que estos rara vez poseen funciones reactivas adecuadas para la
polimerizacién radicalaria. Por ejemplo, los dobles enlaces de los aceites vegetales son poco reactivos
en la polimerizacidon por radicales, mientras que los bifenoles se comportan como inhibidores de
radicales.'>® Por lo tanto, sintetizar monémeros de base bioldgica capaces de polimerizar por radicales
libres ha sido un verdadero desafio, llevando a la necesidad de sintetizar mondmeros biobasados que
posean en su estructura enlaces vinilicos.

En este contexto, los aceites vegetales (y los dcidos grasos derivados de estos), han sido utilizados
como la principal fuente para la sintesis de una amplia variedad de mondémeros bioderivados. Los
triglicéridos (éster obtenido por la unién de una molécula de glicerol y tres moléculas de dcidos grasos)
que conforman los aceites vegetales, poseen diferentes grupos funcionales (dobles enlaces internos,
alcoholes, o epdxidos) permitiendo generar mondmeros acrilicos biobasados. Esta estrategia resuelve el
inconveniente de la baja reactividad de los triglicéridos naturales, mediante la introduccién de grupos
funcionales facilmente polimerizables.'>8! Por otro lado, los monémeros derivados de 4cidos grasos, en
virtud de sus cadenas alifaticas, pueden ser excelentes plastificantes facilitando la coalescencia durante
la formacién de la pelicula, resultando de gran interés como materia prima clave en la produccién de
recubrimientos y/o en aplicaciones de adhesivos.!'>%?

En la Tabla 1.4 se resumen algunos monémeros derivados de aceites o dcidos grasos, aplicados en la
sintesis de recubrimientos y adhesivos. Ademads, se mencionan otros mondmeros derivados de otras

fuentes, como la resina de pino y la glucosa.
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Por otro lado, en menor medida, también se han desarrollado mondémeros derivados de otras materias
primas orgdnicas, como por ejemplo a partir de moléculas pequefias aisladas de la lignina (derivados de
la vainillina, del 4cido fertlico, del eugenol y del creosol); de carbohidratos (derivados del almidén de

papa o de maiz), o de azicar (derivados de glucosa, ribosa, manosa, galactosa y glucosamina). >3

Tabla 1.4. Monomeros bioderivados de aceites vegetales y dcidos grasos empleados en la sintesis de
adhesivos o recubrimientos

Nombre Origen nill'ﬁicll(()%) Ref.
Acrilato de 2-octilo 20A Aceite de ricino 73 84
Piperina (alcaloide
Metacrilato de piperonilo PIPEMA P resente en la pimienta 67 85
negra)
Aceite de sasafrds
Acrilato derivado de soja SAM Aceite de soja 74-88 12,8687
Acrilamida de aceites Aceites de oliva, soja, girasol 12
Vegetales y linaza
Erucato de metilo - Acido erticico 82-88 88
Acrilato de ricinoleico - Acido ricinoleico 86 89
Metacrilato de oleico MOA Acido oleico 86 88,90
Metacrilato de linoleico MLA Acido linoleico 73 88,90
Metacrilato de cardanol CAMA Acido anacardico 73 91,92
Metacrilato de isobornilo IBOMA  Resina de pino 71 84
Acrilato de isobornilo IBOA Resina de pino 77 84
Metacrilato isosorbida ISOMA Glucosa (almidén) 60-43 93,94

#La fraccién natural se calcula a partir de la cantidad de carbono derivados de la biomasa (Chpio), respecto
al contenido total de carbono del monémero derivado (Cbpio + Cproveniente del agente modificante)

MECANISMOS DE POLIMERIZACION

Dentro de las polimerizaciones radicalarias, la polimerizacién en medio disperso acuoso resulta ser
una alternativa de proceso mds amigable con el medio ambiente, debido a que reducen la emision de
compuestos orgdnicos voldtiles (VOCs), en comparacién con los procesos basados en solventes
organicos, como la obtencién de polimeros en solucién. Ademas, el empleo de agua como fase continua
en las dispersiones, trae grandes ventajas a estos sistemas debido a su alta capacidad calorifica y a su
baja viscosidad, facilitando el control térmico."'> Ademds de los beneficios antes mencionados, los latex

(polimeros dispersos en agua) presentan otras ventajas adicionales respecto a las alternativas a base de
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solventes, como por ejemplo, la reduccién del olor y del tiempo de secado.” En este contexto, las
polimerizaciones en emulsion (EP) y en miniemulsién (MEP) ocupan un papel clave en muchas
industrias de produccién de polimeros, para la sintesis de latex con aplicaciones como recubrimientos,

adhesivos, tintas, envases, caucho, etc."!?

1.4.1 Polimerizacion en emulsion

La polimerizacion en emulsién es hoy en dia la técnica mas extendida para producir a gran escala
materiales de alta calidad, de una manera consistente, segura y cuidadosa con el medio ambiente.
Actualmente la produccién mundial de materiales poliméricos mediante esta técnica es de méas de
25 millones de toneladas/afio, y se prevé un aumento en su valor de USD 7,6 mil millones (2019) a USD
11.8 mil millones (2027).!

En los procesos en emulsién, antes de iniciar la polimerizacion (Figura 1.7A) el sistema se encuentra
formado por agua (fase continua), un emulsificante (con una concentracién que excede la CMC en agua,
para asegurar la presencia de micelas), y el/los monémeros (fase discontinua) formando principalmente
gotas estabilizadas por el emulsificante, y en menor medida disuelto en el agua (dependiendo de la
solubilidad del monémero), o hinchando las micelas de emulsificante. Luego de la adicién de un
iniciador (comtinmente soluble en fase acuosa), se generan radicales libres que comienzan la formacién
o “nucleacion” de las particulas. Debido a que los radicales generados por el iniciador en la fase acuosa
son sustancias iénicas muy solubles en agua, rara vez se absorben directamente en la fase orgénica, por
lo que comienzan la reaccidon con el mondémero disuelto en la fase acuosa produciendo radicales
oligoméricos que crecen hasta ser suficientemente hidrofébicos como para poder entrar a la fase
organica (Figura 1.7B). Los mecanismos de nucleacion ampliamente aceptados para las
polimerizaciones en emulsion incluyen a las nucleaciones homogénea, micelar (6 heterogénea), y
coagulativa.

» Nucleacion homogénea: los radicales generados en fase acuosa reaccionan con el monémero

disuelto formando radicales oligoméricos, que crecen hasta un tamafio critico en el cual se hacen
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insolubles y precipitan, formando particulas que se estabilizan con emulsificante. Este mecanismo

permite explicar la formacién de particulas de polimero en ausencia de micelas (es decir, con una

concentracion de emulsificante < CMC).
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Figura 1.7. Esquema del proceso de polimerizacion en emulsion.

» Nucleacién micelar (6 heterogénea): los radicales oligoméricos formados en la fase acuosa entran

en las micelas (la concentracién del emulsificante > CMC) que se encuentran hinchadas con monémero,

22



Capitulo 1: Consideraciones Generales

el cual polimeriza con los radicales que ingresan a ellas, dando origen a nuevas particulas de polimero.
El nimero de micelas presente en el sistema disminuye, debido a que se convierten en particulas de
polimero (s6lo una pequefia fraccidon), o a que se desintegran para proporcionar emulsificante que
estabiliza las particulas en crecimiento.

» Nucleacién coagulativa: Este mecanismo ocurre en dos etapas. Primero, se forman las particulas
precursoras inestables por entrada de los radicales a las micelas o por precipitacién de oligorradicales;
luego estas particulas crecen por coagulacion entre ellas hasta alcanzar un tamafio que les proporcione

estabilidad y se convierten en verdaderas particulas de polimero.

Es importante considerar que, debido a que las gotas de mondmero son relativamente grandes
(1-10 um) en comparacion con las micelas, el drea de micelas es varios 6rdenes de magnitud mayor que
el drea de gotas, y por lo tanto es poco probable la entrada de radicales a las gotas; y por lo tanto la
formacidn de particulas a partir de estas ultimas es practicamente nula.

En la Figura 1.7 se representa el proceso de formacion de particulas mediante los mecanismos més
cominmente encontrados (nucleaciéon micelar y homogénea) y su crecimiento durante una
polimerizacién en emulsion. Las gotas de mondmero actian como reservorio, desde donde difunden las
moléculas de monémero a través de la fase acuosa, hacia las particulas en crecimiento, en las cuales se
consume mayoritariamente por la reaccién de propagacién. Mientras la polimerizacién ocurre en
presencia de gotas de mondmero, la concentracién de mondmero en las particulas es practicamente
constante. Una vez consumidas las gotas, la polimerizacion prosigue con el mondémero disuelto en las
particulas, disminuyendo progresivamente la concentracion de mondmero en el sitio de polimerizacion
(es decir, en las particulas) y por lo tanto la velocidad de polimerizacién, a menos que la influencia del

efecto gel en las particulas sea mas importante que la reduccién de la concentraciéon de mondmero.

1.4.2 Polimerizacién en miniemulsion
Si bien la polimerizaciéon en emulsién ocupa un lugar destacado entre las técnicas de sintesis de
polimeros por via radicalaria, este método de sintesis presenta limitaciones cuando se emplean

mondémeros muy hidrofébicos o cuando se desea incorporar un segundo material preformado como una
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resina polimérica, un compuesto organico o un material inorganico, el cual tiene serias limitaciones para
difundir desde las gotas de mondmero hasta las particulas a través de la fase acuosa. Es por ello que en
la polimerizacién en miniemulsion, a diferencia de la emulsién convencional, se reduce el tamafio de
las gotas de la dispersion, alcanzdndose didmetros de gotas entre 50-500 nm. De esta manera, se genera
un 4rea de gotas muy elevada, que favorece su nucleacién durante la polimerizacién. En efecto, en una
polimerizacién en miniemulsion se busca que la nucleacidn ocurra en estas pequefias gotas previamente
estabilizadas (Figura 1.8), tratando de evitarse la formacién de particulas por otros mecanismos de
nucleacién (micelar u homogénea). Este tipo de nucleacién en gotas permite incorporar un material
preformado, debido a que se evita en gran medida la transferencia de materia de los componentes a
través de la fase acuosa. En este sentido, y a diferencia de las polimerizaciones en emulsién
convencionales, las polimerizaciones en miniemulsion permiten incorporar eficientemente materiales
preformados, o materiales altamente hidr6fobos dentro de las particulas de polimero.

Cabe destacar que el concepto de miniemulsién no estd restringido a una dispersiéon de una fase
organica en una fase acuosa (conocido como sistema directo o “aceite en agua”), sino que también se
aplica al sistema inverso o “agua en aceite”. Dado que en esta Tesis (Capitulo 3) se emplea el método
de miniemulsién directa, en lo que sigue la discusion se limitard a este sistema.

Un sistema tipico de miniemulsion directa, estd formado por una fase acuosa continua que contiene
agua, buffer y emulsificante (para estabilizar las gotas); y una fase orgdnica constituida por el(los)
monémero(s), el coestabilizante (compuesto de bajo peso molecular insoluble en agua, que protege a las
gotas contra la degradacion difusional) y en algunos casos un polimero preformado u otro material
insoluble en agua que se desee incorporar. Para obtener una miniemulsion, primero se forma una pre-
emulsion mezclando ambas fases con agitacién mecénica, y luego se homogeniza para reducir el tamafio
de gotas (Figura 1.8). Esta dltima etapa involucra los procesos de: a) deformacién y ruptura de las gotas;
b) estabilizacidn con el emulsificante de la nueva area interfacial formada; y c) coalescencia de las gotas
no estabilizadas, reduciéndose la polidispersidad de la distribucién de tamafios de gotas en la

miniemulsién. Los métodos que comtinmente se utilizan en la etapa de minimulsificacién son agitacién
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mediante rotor-estator, homogenizacién de alta presiéon o por ultrasonido (técnica empleada en esta

Tesis).

A) PREPARACION DE LA MINIEMULSION
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Figura 1.8. Preparacion de la miniemulsion y su polimerizacion, en presencia de un material

preformado, altamente hidrofébico.

Una vez formada la miniemulsién, el proceso de polimerizacion puede iniciarse mediante la adicién

de un iniciador soluble en agua, formandose los radicales en la fase acuosa por la descomposicién del

iniciador, o empleando iniciadores solubles en fase orgdnica que generan radicales dentro de las gotas

de monémero por encontrarse previamente disueltos en las mismas. Los iniciadores solubles en la fase

acuosa generan radicales que suelen ser demasiado hidrofilicos para entrar directamente a la fase

organica. Por ello, estos radicales primero deben reaccionar con el mondémero presente en la fase acuosa

hasta alcanzar una longitud que los haga suficientemente hidrofébicos como para ser absorbidos por las

gotas. '
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En una polimerizacién en miniemulsion la ocurrencia de nucleacién en gotas es un factor importante
que asegura la formacién de particulas poliméricas con la composicion deseada a partir de la
formulacién inicial. Sin embargo, es posible la existencia de otros mecanismos de nucleacién, distintos
a la nucleacién en gotas, como la nucleacién micelar, favorecida por la presencia de altas
concentraciones de emulsificante. En la mayoria de los casos, este inconveniente, se evita o se reduce
ajustando la concentraciéon de emulsificante y las condiciones de homogeneizacién, que permita
disminuir la presencia de micelas. Pero atin en estas condiciones, puede haber nucleacion homogénea
causada por la precipitacion de oligoradicales que crecen en la fase acuosa. Por ejemplo, se ha reportado
que al realizar una polimerizacién en miniemulsion de estireno y acrilato de butilo, manteniendo la
concentraciéon de emulsificante por debajo de la CMC, se produjo la nucleacion homogénea de
particulas, ademds de la nucleacién de gotas.”® También se ha reportado la ocurrencia de nucleacion
homogénea en la sintesis de latex hibridos dando origen a particulas homogéneas compuestas solamente
por el polimero formado a partir de los monémeros acrilicos empleados.”’

Una técnica que permiten inferir sobre el mecanismo de nucleacién involucrado, es la determinacién
del nimero de gotas (Ng) de la miniemulsion previo a la polimerizacidn, y la evolucién del niimero de
particulas (N,) a lo largo de la polimerizacién. En una polimerizacién en miniemulsién con nucleacién
en gotas, como principal mecanismo de formacién de particulas, N; y N, deberian ser semejantes, debido
a que cada gota se deberia convertir en una particula. Por lo tanto, si se calcula el cociente N,/N, se
puede inferir que: i) una alta eficiencia de nucleacién en gotas, darfa Ny/Ny; = 1; ii) una significativa
formacién de nuevas particulas por mecanismos de nucleacion secundaria, incrementaria el valor de N,
con respecto a las gotas de la miniemulsion, resultando N,/N; >> 1; y iii) una ineficiente nucleacién de
gotas (como resultado de la desintegracion de las gotas no nucleadas, por difusién del monémero a las

particulas en crecimiento), se visualizaria como Ny/N, << 1.6
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1.5. GENERALIDADES SOBRE APLICACIONES. RECUBRIMIENTOS

A lo largo de la Tesis, se propone como principal aplicacién para los materiales sintetizados, su uso
como recubrimientos. Por tal motivo, en esta seccién se introducird generalidades de este tipo de
aplicacion.

Muchas veces la palabra recubrimiento es erroneamente utilizada como sinénimo de pintura; sin
embargo, los recubrimientos tienen como propdsito la proteccién del material que se recubre, con
propiedades que pueden variar segun el tipo y la aplicacion especifica del recubrimiento. En este sentido,
las caracteristicas de un recubrimiento variardn dependiendo de si serd empleado con fines estéticos y
decorativos, como recubrimientos anticorrosivos, 0 como un recubrimiento para proteger alimentos o
farmacos, entre otras aplicaciones. Debido a que en esta Tesis se hace hincapié en aplicaciones para
recubrimientos del tipo decorativo (Capitulos 4 y 5) y entérico (Capitulo 6), a continuacién se

describirdn los conceptos y caracteristicas principales de los mismos.

1.5.1. Recubrimiento del tipo estético o decorativo

Un recubrimiento de base acuosa (como los tratados en esta Tesis), desde un punto de vista
fisicoquimico es considerado como un sistema disperso, constituido generalmente por sélidos finamente
particulados (principalmente polimeros y otros aditivos) dispersos en un medio fluido (agua)
denominado vehiculo. La dispersion inicial de polimeros, se denomina “latex”, y el polimero empleado
se caracteriza por ser una sustancia filmégena o aglutinante (de baja Tg), también llamada formadora de
film (pelicula). Ademads de ser estéticos, desde un punto de vista técnico-econdémico, los recubrimientos
constituyen el método mds adecuado para la proteccion de los materiales empleados en la construccién
y en la industria.

Generalmente las formulaciones comerciales de este tipo de recubrimientos suelen ser complejas, y
contienen entre 10 a 20 componentes, cuya naturaleza especifica depende de la aplicacién prevista. Una
formulacién podria incluir: sélidos dispersos como pigmentos y rellenos estabilizados por un agente
dispersante polimérico, un polimero en emulsién disperso que actia como aglutinante, un espesante para

proporcionar una reologia adecuada, coalescentes y cosolventes para promover la formacion de peliculas
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y optimizar el proceso de secado, tensioactivos para mejorar la estabilidad coloidal y promover la
humectacién del sustrato, un biocida para evitar el deterioro microbiano, un antiespumante para reducir
la formacién de espuma durante la fabricacion y aplicacién, y un agente neutralizante para ajustar el pH.
Muchas formulaciones optimizadas contienen mas de un componente de cada una de estas clases. Por
lo tanto, el principal desafio técnico es desarrollar formulaciones de recubrimientos rentables, que
permanezcan estables en estado himedo, se apliquen correctamente al sustrato, formen films libres de
defectos y cumplan con los requisitos de apariencia y rendimiento de la aplicacién prevista.’

En este sentido, dentro de los requisitos de aplicacién, los recubrimientos deben tener la capacidad
de formar film a temperatura ambiente, poseer buenas propiedades mecdnicas, resistencia al rayado,
resistencia al agua, resistencia quimica (como por ejemplo a solventes organicos), resistencia a la
abrasién (en seco y hdmedo), resistencia al bloqueo, buena adhesién al sustrato, entre otras. A
continuacion, se describen las caracteristicas aplicadas a los latex obtenidos en el marco de esta Tesis

(el detalle de las técnicas se presenta en el Anexo al final de la Tesis).

Proceso de formacion de film o pelicula

El proceso de formacién de pelicula, es un punto importante en la tecnologia de recubrimientos de
base acuosa, y consiste en la coalescencia de las particulas individuales de latex (es decir de la
compactacion, deformacién, cohesién e interdifusion de las cadenas poliméricas). El proceso de
formacién de film es comunmente dividido en una serie de etapas (Figura 1.9): (I) Evaporacion,
concentracion de las particulas y ordenamiento; (IT) Deformacién de las particulas; y (III) Coalescencia
(difusioén de las cadenas poliméricas a través del limite de las particulas).

Las particulas que conforman el litex, normalmente se encuentran estabilizadas por fuerzas
electrostéticas y/o estéricas (otorgadas por grupos polares en la cadena polimérica o por el surfactante
adsorbido sobre la particula). Sin embargo, durante la evaporacién de la fase acuosa, estas fuerzas, y
otras que se oponen a la deformacién de las particulas, pueden ser superadas. Esto se debe a que la
pérdida de agua conduce a la concentracién de las particulas poliméricas, forzando su acercamiento,

hasta alcanzar la compactacién de las particulas (disposicién mds o menos densamente empaquetada,
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con los intersticios de agua). En este punto, las particulas se adhieren fuertemente entre si debido a la
creciente tension superficial ocasionada por la disminucién de las distancias entre ellas. Cuando las
fuerzas que acompaiian el secado exceden el médulo eldstico de las particulas, éstas se deforman
produciendo una pelicula libre de huecos que todavia es débil mecanicamente. En la etapa final de
formacién de pelicula, se produce la difusién del polimero a través del limite entre particulas,
proporcionando el enredamiento entre cadenas que le confieren resistencia mecdnica. Este proceso,

generalmente es asistido por un agente coalescente (0 solvente orgdnico).!

Proceso de formacion de films a partir de un litex

Etapalll ‘7

§ 5_‘{.-"\_ 2

Figura 1.9. Etapas involucradas en el proceso de formacion de pelicula

Es importante aclarar que estas etapas no siempre estdn bien definidas y a menudo, algunas de sus
caracteristicas difieren segtn el sistema coloidal. Por ejemplo, todas las particulas de latex tienen grupos
polares o iénicos en su superficie que proporcionan estabilidad coloidal. En algunos sistemas, esta capa
polar tiene el espesor suficiente como para formar una membrana continua en la pelicula recién formada.
La rotura de esta membrana se convierte en un paso importante para lograr que los nicleos de particulas

entren en contacto intimo y pueda ocurrir la interdifusion.

Temperatura minima de formacion de film (MFFT)
La MFFT es una medida de la deformabilidad de las particulas durante la etapa de secado, y esta

directamente relacionada con la Tg del material polimérico, su médulo eldstico (resistencia a la
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deformacién de las particulas), y en menor medida, con su viscosidad. La MFFT se determina mediante
un método Gptico’®, y se define como la temperatura a partir de la cual un ldtex forma una pelicula
homogénea y transparente (Secciéon A.5.3 del Anexo). La Figura 1.10 muestra claramente la MFFT,
adoptada como la temperatura a la cual se observa la transicion de turbio a transparente de una pelicula
formada a partir de un latex polimérico sobre una placa que tiene un perfil de temperatura. Como se
puede observar en la ampliacién de la imagen, por debajo de esta temperatura, la pelicula adquiere un
aspecto turbio, agrietado o polvoriento.

Aplicacion del latex Determinacion optica de la MFFT
(120 pm de espesor hiumedo)

Perfil de temperatura

Frio |« : Caliente

Caliente
»

i Muestra de latex E

i que formé film !

-+ en todo el perfil !

1

1 de temperatura !
1

i -
L o S

Perfil de temperatura

Figura 1.10. Proceso para la determinacion de la MFFT, en ldtex poliméricos.

La importancia del conocimiento y manejo de la MFFT, radica en que la mayoria de los
recubrimientos se aplican en condiciones de temperatura ambiente (entre 10 y 40 °C), por lo que la
MFFT debe estar en este rango. Para asegurar una buena formacién de pelicula a bajas temperaturas, los
valores de temperatura de transicion vitrea del polimero (Tg) deberfan estar en el rango préximo a esa
temperatura, sacrificando las propiedades y el rendimiento final del material (que requieren de una alta
Tg). Como una alternativa a este problema, se emplean agentes coalescentes, que permiten reducir
temporalmente la Tg y la MFFT. Los disolventes oxigenados de polaridad moderada como los éter-
ésteres de propileno, etilenglicoles, y éster-alcoholes suelen ser empleados como coalescentes. Después
de que se aplica el latex, durante la formacidn del film, el agente coalescente se difunde lentamente hacia

la superficie y se evapora, permitiendo que la Tg efectiva se eleve, incrementando la dureza y resistencia
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final del recubrimiento. El coalescente debe ser compatible con la fase polimérica y de un peso

molecular relativamente bajo para poder difundir a través de la matriz polimérica.

Propiedades mecdnicas

El comportamiento mecanico de un recubrimiento describe la respuesta del material al estrés y
tensiones a las cuales es sometido durante su aplicaciéon. Ademads, una vez aplicado, debe acompaiar los
movimientos de contraccién y expansion del sustrato recubierto. La falta de resistencia a algin tipo de
esfuerzo fisico o mecanico, siempre debe considerarse como un pardmetro de desempefio limitante, ya
que dichas carencias conducen a la formacién de grietas y subsiguiente fallo del recubrimiento. Los
requisitos de desempeiio fisico y mecdnico de los recubrimientos pueden variar enormemente con las
diferentes aplicaciones de uso final del sustrato recubierto. En general, la naturaleza del polimero le
confiere elasticidad; a pesar de no ser necesario, se suelen incorporan plastificantes para presentar un
satisfactorio médulo de Young (relacion entre la tensién y la deformacién especifica) sin disminuir
excesivamente la dureza.

Tradicionalmente, para determinar el desempeilo mecanico de un recubrimiento se realizan ensayos
de tensién-deformacion y mediciones de dureza. El equipo y las condiciones para las determinaciones a

través de estos métodos de ensayo se encuentra descrito en la seccién A.5.6 del Anexo de esta Tesis.

e FEnsayo tension-deformacion

Este ensayo mide la resistencia a la deformacidn y rotura, de un material al aplicarle una deformacién
de elongacion a una velocidad de deformacidn constante, registrandose la fuerza uniaxial (F). Para un
material dado, los resultados de un solo ensayo son aplicables a todo tamafio y formas de muestras, si
se convierte la fuerza en esfuerzo ingenieril (Ecuacién 1.4) y la extensién en deformacion relativa

(Ecuacion 1.5).

F
Esfuerzo ingenieril (a,) = = [1.4]
0
L—-L
Deformacion relativa (¢) = L—O [1.5]
0
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donde Ay es el area original de la seccidn transversal de la muestra antes de iniciar el ensayo, Lo la
longitud inicial del espécimen y L la longitud del espécimen después de iniciar el estiramiento.

A través del control de parametros como la morfologia de las particulas y de los films, la temperatura
de transicién vitrea de los polimeros, el grado de cristalinidad, entre otros, es posible obtener materiales
poliméricos (y por lo tanto recubrimientos) que exhiban una amplia gama de comportamientos de
tension-deformacion (Figura 1.11), para ajustarse a las exigencias requeridas para cada aplicacién. De
esta manera, es posible obtener: (A) un material duro y quebradizo que soporte grandes esfuerzos de
deformacion, pero a muy bajas deformaciones; (B) un material ddctil y tenaz, con un comportamiento
intermedio; y (C) un polimero blando y elastomérico que soporte grandes deformaciones a bajos

esfuerzos.

Esftuerzo (MPa)

Deformacion (%)

Figura 1.11. Curvas de esfuerzo-deformacion para materiales poliméricos duros y quebradizos (A),

diictiles y tenaces (B), y blandos y elastoméricos (C).

A partir de estas curvas, es posible obtener propiedades mecanicas de importancia en tecnologia de
recubrimientos, como:

- Mboddulo de elasticidad: En general, los materiales muestran una relacién lineal entre el esfuerzo y

la deformacién en la zona eléstica lineal (primera parte del ensayo y a baja deformacién), la cual

se describe mediante la ley de Hooke. En esta zona el material se deforma eldsticamente,

recuperando su longitud inicial al eliminar la carga a la que estd sometido.
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- Punto de cedencia: Es el esfuerzo (tension), a partir del cual el material comienza a deformarse
irreversiblemente (deformacion plastica), es decir, al retirar la carga una fraccién de la deformacién
serd permanente.

- Resistencia tensil: Es la maxima tension alcanzada en la curva esfuerzo-deformacién, de acuerdo a
ella podemos definir a un material cémo fuerte o débil.

- Elongacioén a la rotura: Es la mdxima elongacion alcanzada por el material antes de la falla o rotura
de la probeta. Es una medida de la ductilidad del recubrimiento.

- Tenacidad: Es la energia total asociada a la falla del material y se estima como el 4rea bajo la curva
de traccion-deformacién. Una forma de entender la tenacidad cualitativamente, es considerando
que las grietas internas de los materiales se propagan mds rapidamente mientras menor sea la
tenacidad del material. Por ejemplo, un material blando se deformar4 con facilidad; sin embargo,
la porcidn del material que rodea la grieta también se deformard consumiendo energia, retardando
asf la propagacion de la grieta y aumentando su tenacidad. Por el contrario, en un material duro y
poco tenaz, la deformacién del material que rodea a las grietas no se produce, por lo que las grietas
disponen de mucha més energia para propagarse. No obstante, esto no implica que exista una
relacién inversa entre dureza y tenacidad, ya que la propagacién de grietas depende de otros

factores, como el tipo de proceso de deformacién o las dimensiones de la grieta inicial.

e FEnsayos de Dureza

La dureza de un recubrimiento puede definirse como su resistencia al rayado o a la penetracién. Una
de las técnicas histdricamente utilizadas para determinar la dureza en recubrimientos es a través de un
durémetro de l4piz. En este caso, la dureza es expresada como el “grado de dureza del lapiz” que causa
un profundo arafiazo sobre la superficie del recubrimiento. Si bien esta es un prueba rapida, facil y muy
utilizada, puede ser algo subjetiva y depender del operador.

Estos problemas pueden superarse mediante el uso de la técnica cldsica de medicién de la tension
requerida para la penetracion de la muestra, con un indentador (en nuestro caso, de punta plana), a una

velocidad dada y hasta una profundidad conocida.

33



Capitulo 1: Consideraciones Generales

Resistencia al bloqueo

La resistencia al bloqueo es una medicién de la capacidad que presenta un recubrimiento para evitar
la adherencia entre dos superficies distintas en las que fue aplicado y son puestas en contacto. Este es
uno de los requisitos clave para el adecuado desempefio de films decorativos, ya que con frecuencia en
este tipo de aplicaciones las superficies recubiertas pueden entrar en contacto (por ejemplo, durante el
cierre de puertas y ventanas) y la adherencia o bloqueo es una propiedad indeseable. Un recubrimiento
con buena resistencia al bloqueo conserva la integridad de la pelicula luego de cesar el contacto entre
las superficies, mientras que un desempefio pobre causa que las dos superficies en contacto se adhieran,
provocando la rotura o desprendimiento de sus capas. El comportamiento de bloqueo de un
recubrimiento depende de su dureza, la presion, la temperatura, la humedad y la duracién del contacto
entre las superficies. El método de ensayo més utilizado para determinar la resistencia al bloqueo de
recubrimientos es el establecido por la norma ASTM D 4946-89, que se encuentra descrito en la seccién

A.5.10 del Anexo de esta Tesis.

Resistencia quimica

Algunas de las aplicaciones mds exigentes desde el punto de vista tecnoldgico para recubrimientos,
es la proteccidn de estructuras contra el ataque quimico. En general, podemos separar la funcién de
resistencia quimica de un recubrimiento en dos grandes categorias: 1) cuando la resistencia quimica no
es la principal funcién del recubrimiento; sin embargo el sustrato recubierto puede estar expuesto
ocasionalmente a alguna forma de estrés quimico, como por ejemplo, los recubrimientos para
automoviles; en ellos ademds de ser estético, tienen que hacer frente a soluciones jabonosas, a los
hidrocarburos y a fluidos hidraulicos (como combustibles y lubricantes); II) cuando la resistencia
quimica es la funcién primaria del recubrimiento, como por ejemplo la proteccién contra la corrosion.

En cualquiera de los casos, la exposicién a un ambiente quimico no debe causar la pérdida de
adhesion al sustrato o la disolucién del recubrimiento, ni volverlo mecdnicamente débil permitiendo la

absorcion de fluidos.
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Resistencia al agua

De igual forma que la resistencia quimica, la resistencia al agua puede ser considerada la funcién
principal o no de los recubrimientos, dependiendo de la aplicacién especifica del sustrato y de la
frecuencia con la que puede estar expuesto al agua o a condiciones himedas. Por ejemplo, el
recubrimiento aplicado en el casco de un barco o en materiales expuestos a la intemperie (como las
pinturas de exterior en hogar y obra), deberdn tener una resistencia al agua superior que los materiales
que tengan menor contacto, como una pintura de pared de interior.

Esta propiedad estd relacionada con la cantidad de agua que resulta absorbida por la pelicula (en
condiciones de equilibrio), en los espacios intermoleculares del polimero, poros, discontinuidades, etc.
La absorcién de agua puede producir el hinchamiento del recubrimiento, produciendo un debilitamiento
del mismo, manifestado a través de la pérdida de adhesién (ampollamiento, escamacién, delaminacién,
etc.) o del ablandamiento (disminucién de la dureza, resistencia a la abrasion, excesiva flexibilidad,
etc.). El grado de hinchamiento de un polimero reticulado depende de un nimero de factores, de los
cuales los dos mds importantes son la densidad de reticulacién y el nivel de interaccion termodindmico
entre el polimero y el disolvente.

En algunos recubrimientos, durante el proceso de hinchamiento en agua, puede ocurrir un efecto
conocido como “overshooting”, donde el material absorbe agua hasta alcanzar un maximo de absorcién
y a partir del cual luego disminuye hasta alcanzar el equilibrio. Este comportamiento se debe a que
durante al hinchamiento, las cadenas que conforman la estructura del material asumen una conformacién
elongada. Esta dilatacién va acompafiada de la apariciéon de fuerzas retractiles, en oposicién al
hinchamiento, inducidas por la presién que las cadenas poliméricas ejercen sobre el fluido contenido
entre su estructura. Esta dindmica, se ve afectada por diversos factores como las fuerzas intra e
intermoleculares, las interacciones hidrofébicas y electrostaticas, y el grado de entrecruzamiento de la
matriz. Finalmente, el material alcanza un equilibrio cuando se llega a un balance de estas fuerzas.”

Debido a que el caricter hidrofilico de la caseina afecta fuertemente la resistencia al agua de los
materiales hibridos basados en esta proteina, a lo largo de la Tesis se hard principal hincapié en esta

propiedad (la técnica de caracterizacién se detalla en la seccién A.5.4 del Anexo)
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1.5.2. Recubrimientos entéricos

El tracto gastrointestinal de los seres humanos (boca, es6fago, estomago, intestino delgado e intestino
grueso) posee diferentes fluidos con un amplio rango de pH (desde 1.2 a 8.5), que junto con las enzimas
digestivas se encargan del procesamiento de los alimentos, facilitando la incorporacion de nutrientes al

resto del organismo (Figura 1.12).'001%1

Esto plantea un problema para la administracién de
medicamentos por via oral, debido a la existencia de multiples sustancias farmacoldgicas que son ldbiles
al acido géastrico (como por ejemplo, la eritromicina, pancreatina, omeprazol, proteinas en general, etc.).
En este sentido, el recubrimiento entérico, también conocido como recubrimiento gastrorresistente,

surge como una solucién a este inconveniente, basado en la respuesta del polimero (que conforma el

recubrimiento) a los cambios de pH del medio en el que se encuentra.

Tiempo de

A : Enzimas *
residencia

Amilasa
Boca 6.5-7.5 < 1 min salival
(Tialina)
Estomago ) I 1-3h Pepsina
Intestino 6-7.4 1—5h Panc}‘ea_tma
delgado o Tripsina
Intestino 6-6.7 ~10h -
grueso

* Enzimas comunmente empleadas en la preparacion de los
fluidos simulados. de acuerdo a lo establecido por farmacopea.

Figura 1.12. Resumen de las partes que conforman el tracto gastrointestinal, con las correspondientes

condiciones (pH, enzimas y tiempo de permanencia) que debe atravesar un farmaco.'"'~'%

Este tipo de recubrimiento se emplea no solo para proteger el formaco, sino también, para prevenir
malestar/ulceracion géstrica o nduseas debido a la irritacidn causada por ciertos medicamentos, como la

aspirina o ciertos compuestos antiinflamatorios no esteroideos, y para retrasar la administracién del
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medicamento, permitiendo una accién local en alguna zona determinada del intestino delgado,
mejorando la biodisponibilidad del principio activo, y proporcionando la dosis apropiada.

En este contexto, los recubrimientos entéricos modernos se formulan a partir de polimeros,
generalmente polidcidos, que contienen grupos funcionales ionizables (-COOH), los cuales se ionizan
en un medio neutro o ligeramente alcalino (similar a la condicién del intestino delgado), permitiendo la
solubilizacién del polimero y la liberacion del farmaco. Por el contrario, en condiciones acidas (como
el ambiente del estébmago) estos polimeros permanecen no ionizados, volviéndose insolubles y
protegiendo el farmaco.'® % En la Tabla 1.5 se resumen los principales polimeros empleados
actualmente como recubrimientos entéricos, donde se muestra el pH en el cual actian, su presentacion,
y otras caracteristicas.

De igual forma que los recubrimientos empleados para decoracion (tratados en la seccidn anterior),
los polimeros empleados para un recubrimiento gastrorresistente deben ser capaces de formar peliculas
entéricas uniformes, lisas, resistentes, y con buenas propiedades mecénicas. Sin embargo, como se puede
observar en la Tabla 1.5, la mayor parte de estos polimeros requieren la adicion de agentes plastificantes,
para lograr la correcta formacion de pelicula, reducir la Tg e incrementar la flexibilidad del polimero.
Los plastificantes mas empleados son el ftalato de dietilo, el triacetato de glicerilo, el monocaprilato de
glicerilo, el citrato de trietilo, el triacetato de glicerilo, el trietilcitrato de acetilo, y el PEG 400, entre
otros. 104,107

Sin embargo, las caracteristicas que destacan a estos materiales es que deben: i) presentar resistencia
a los fluidos gastricos; ii) ser susceptibles o permeables a los fluidos intestinales; iii) poseer una alta
compatibilidad con otros aditivos y con el firmaco que se estd recubriendo; iv) no ser téxico, ni poseer

actividad farmacolégica; y v) ser estable (en su estado sélido o en solucién).!*
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Tabla 1.5. Polimeros empleados para la sintesis de recubrimientos entéricos!'*1%7
Nombre Eﬁngo de Presentacion Observaciones
CAP Polvo blanco 21-26% p/p de grupos acetilo y 30-36.0% p/p de grupos ftalilo (respecto al polimero seco). Es
Ftalato de acetato de . . .
celulosa 4.1-4.3 ) insoluble en agua, alcoholes, hidrocarburos e hidrocarburos clorados. Es soluble en cetonas,
Aquacoat L/atgx con 30% de éteres, ésteres. Rdpida disolucién al pH alcalino. Requiere agente plastificante
ECD solidos
Trimelitato de CAT 4.7-5.0 | Polvo blanco 29% de grupos trimelitilo y 22% de grupos acetilo. Soluble en agua. Requiere plastificantes
acetato de celulosa
Ftalato de Polvo eranular o Soluble en medios acuosos, acetona, tetrahidrofurano, mezclas de diclorometano y metanol.
hidroxipropilmetil- HPMCP 5.0-5.5 & Insoluble en diclorometano, metanol, isopropanol. Polimero mds flexible, por lo que requiriere
escamas o
celulosa menos plastificante como CAP o CAT.
Acetato succinato de Polvo o granulos de Insoluble en medios 4cidos, pero soluble en pH neutro; es mas estable quimicamente que CAP y
hidroxipropil metil Aqoat 5.0 color blanco a HPMCP; temperatura de transicion vitrea que varfa entre 120 ° C -135 ° C; requiere el uso de
celulosa (HPMCAs) blanquecino plastificantes
5.0
Ftalato de acetato de . Polvo de color blanco | Estructuralmente similar a CAP, pero es relativamente mds estable a la hidrolisis. Requiere
o Sureteric 5.5 . g
polivinilo (PVAP) 65 a blanquecino plastificantes
L 30 D-55 55 Dispersién acuosa
’ (30% so6lidos) Copolimeros anidnicos, catidénicos y neutros a base de acido metacrilico y ésteres metacrilicos o
L 100 D-55 5.5 Polvo acrilicos o sus derivados en proporciones variables.
Estos copolimeros presentan un grado variable de perfiles de solubilidad dependientes del pH, de
L 100 6.0-7.0 | Polvo . . .
Copolimeros de .. . forma que se puede usar un tipo u otro dependiendo de las necesidades
. P e L125 6.0-7.0 Solucion (,)r.ganlca Son polimeros no téxicos, amorfos, con temperaturas de transicidn vitrea de entre 9y >150°C.
acido metacrilico (12.5 % sélidos) S I . ) ducibles. 1 1 - )
(Eudragit®) on polimeros sintéticos por lo que son reproducibles, lo cual supone una ventaja frente a los
S 100 7.0 Polvo derivados celuldsicos, ya que en estos las propiedades fisicoquimicas pueden variar
S125 70 Solucién orgénica dependiendo de la fuente de materia prima.
’ ’ (12.5 % solidos) Incompatible con algunos farmacos (como, diflunisal, flurbiprofeno y piroxicam) que poseen
FS 30D 70 Dispersién acuosa grupos acidos que interaccionan electrostaticamente con los grupos amonio del polimero.

(30% sélidos)
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Capitulo 1: Consideraciones Generales

Metodologias empleadas para el recubrimiento

El recubrimiento de los comprimidos se puede realizar por 3 métodos bdsicos, como la
aplicacion de una pelicula por evaporacion de solvente (en paila grageadora o lecho fluidizado),
el recubrimiento por compactacién y el recubrimiento por termofusion. Ademads de estos, otros
métodos de recubrimiento incluyen la microencapsulacion, el recubrimiento electrostatico y el
recubrimiento de impresién 3D.!% A continuacién, se describe brevemente cada una de estas
técnicas.

o Recubrimiento por evaporacion del solvente: Se rocia una solucién o dispersion de
polimero sobre la superficie del comprimido, aplicando simultdneamente un flujo de aire caliente
que ayuda a evaporar el disolvente. Los comprimidos se mantienen en constante movimiento para
asegurar una distribucién equitativa de la solucién de recubrimiento sobre las tabletas y un secado
uniforme (tanto en la paila grageadora, como en el lecho fluidizado), al mantener un equilibrio
controlado entre la pulverizacién y la evaporizacién. Este proceso se mantiene hasta lograr el
espesor deseado de recubrimiento.!%>!1% En el Capitulo 6 de esta Tesis, se investiga la sintesis de
un latex para recubrimientos entéricos, que podria ser utilizado en el tratamiento de comprimidos,
con las ventajas que tiene esta tecnologia ampliamente utilizada a nivel industrial.

o Recubrimiento de compactacién: Consiste en presionar el recubrimiento (coraza)
alrededor de la tableta (nicleo). Primero se forma un nicleo blando aplicando una compresién
inicial, luego se coloca el recubrimiento y se compacta el conjunto. Este es un método de
recubrimiento Util en los casos en los que no es posible utilizar calor o disolventes.

o Recubrimiento por termofusién: Es una variante del proceso de recubrimiento con
pelicula, en el que los polimeros tradicionales se reemplazan por materiales de recubrimiento de
bajo punto de fusiéon que se mantienen a temperaturas de aproximadamente 40 a 60 °C. Es una
técnica que presenta grandes ventajas ya que no emplea solventes, el proceso es més rapido, la
tecnologia es mds econdmica, y se reduce el riesgo de que el farmaco se disuelva durante el

recubrimiento. Generalmente, esta técnica de recubrimiento utiliza excipientes a base de lipidos
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como ésteres de dcidos grasos de cadena larga, resinas termoplasticas o productos sintéticos como
polietilenglicol u 6xido de polietileno

. Microencapsulacion: Este método permite el recubrimiento de particulas con materiales
poliméricos. La metodologia mds empleada consiste en inducir la coacervacion de
macromoléculas alrededor de los nicleos, mediante un estimulo como el cambio de temperatura
o el cambio de disolvente. Esta técnica requiere la dispersion de las particulas (farmaco) que se
desea recubrir, en un medio en el cual se pone en contacto con el recubrimiento. Generalmente,
esta capa debe tratarse para que se vuelva rigida.

o Recubrimiento electrostatico: La formacién de la pelicula se logra mediante la atraccién
de cargas opuestas entre las particulas formadoras de pelicula y las particulas a recubrir. Esta
técnica permite recubrir sin solvente, pero requiere sustratos conductores. Una vez depositado el
recubrimiento, se cura por calor para producir la pelicula.

. Impresion 3D: Es actualmente la tecnologia més innovadora. Se emplea un dispositivo de
extrusion para preparar filamentos de polimero cargados con uno o mas fairmacos (adecuados para

la impresién 3D, por deposicién fundida).'®

Caracterizacion de los comprimidos recubiertos

Dentro de las caracterizaciones, se pueden mencionar aquellas que se realizan sobre: i) los
ntcleos antes de ser recubiertos, como su forma, tamaiio, porosidad, uniformidad del peso, dureza,
friabilidad, estudios del contenido de fairmacos, tiempo de desintegraciodn, etc; ii) el polimero que
se emplea como recubrimiento, como la capacidad de formar film, morfologia de la pelicula,
coloracidn, ensayos termogravimétricos, resistencia mecanica, dureza, permeabilidad, resistencia
a pH 4cidos, tiempo de desintegracion en medios alcalinos, etc; iii) el sistema final recubierto,
como la estabilidad, liberacién in vitro en medios 4cidos y alcalinos simulando los fluidos
gdstricos e intestinales, respectivamente, con y sin la presencia de enzimas, y liberacién in vivo.

En el Capitulo 6 de esta Tesis, se apunta a una aplicacién de los materiales desarrollados como
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recubrimiento entérico, por lo que se hace hincapié en la caracterizacién del polimero, como la
composicion y la morfologia de la pelicula, la resistencia al medio acido, alcalino y la sensibilidad
al cambio de pH, a través de la medicién del grado de hinchamiento en cada uno de estos medios

(Seccién A.5.4 del Anexo).

1.6. MOTIVACION Y OBJETIVOS

La produccién de latex hibridos acrilico/caseina con capacidad de formacién de peliculas, ha
sido estudiado en detalle en el Grupo donde se ha desarrollado la presente Tesis. En este sentido,
se ha avanzado en el entendimiento del proceso de polimerizacién en emulsioén y del mecanismo
de nucleacion de las particulas hibridas producidas,*® como asi también en el control de la
compatibilidad entre las fases acrilica y proteica, mediante la modificacién quimica de la

casefna,?>38

su efecto sobre las propiedades finales de las peliculas para su aplicacién como
recubrimiento decorativo,®® la factibilidad para su implementacién industrial,® e incluso su
potencial aplicacién como recubrimiento entérico.!® Si bien este avance permiti6 establecer las
bases para el empleo de la caseina para la produccién de latex hibridos con una excelente
capacidad de formacién de pelicula, las mejoras en la compatibilidad entre los compuestos
(proteina y acrilico) no fue suficiente para garantizar la produccién de un material polimérico con
alto contenido de biomaterial y que presente la resistencia al agua requerida para las aplicaciones
estudiadas. Es por ello, que en esta Tesis se propuso investigar la sintesis de latex hibridos basados
en caseina, con la incorporacién de una proteina hidrofébica, como la zeina, para mejorar la
susceptibilidad en agua de los materiales hibridos; y se avanzé en el empleo de monémeros
bioderivados, para incrementar el contenido de biomaterial total. Ademas, se estudié la

modificacion de la zeina para incrementar su reactividad y favorecer su compatibilizacién con las

fases de los materiales hibridos.
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1.6.1. Objetivos generales

El principal aporte de esta Tesis radica en el desarrollo de un procedimiento amigable con el
medio ambiente, para la sintesis de nuevos materiales poliméricos nanoestructurados, con la
incorporacion de una combinacion de proteinas hidrofilicas (caseina) e hidrofébicas (zeina)
mediante polimerizacion en medio disperso, que tengan propiedades mecanicas, térmicas y de
resistencia a solventes mejoradas, aplicables a recubrimientos parcialmente biodegradables, y que
presenten altos contenidos de materiales derivados de fuentes naturales. Esta propuesta requirié
del desarrollo de novedosas técnicas de sintesis, capaces de balancear sinérgicamente las
propiedades de los compuestos naturales y del polimero acrilico; y para ello fue necesario realizar

un estudio previo para la funcionalizacién de la zeina.

1.6.2. Objetivos especificos

Para alcanzar el objetivo general planteado se proponen los siguientes objetivos especificos:
1. Desarrollar una estrategia que permita incorporar enlaces vinilicos en la estructura de la zeina,
para obtener una proteina hidrofébica capaz de polimerizar radicalariamente.
2. Evaluar el desempefio de la zeina funcionalizada obtenida, empledndola en la sintesis de un
sistema hibrido sencillo y determinar su efecto en las propiedades finales de los materiales
obtenidos.
3. Incorporar mondmeros bioderivados en la sintesis de latex hibridos basados en caseina para
incrementar su contenido de origen natural. Analizar el impacto de estos mondmeros bioderivados
sobre las propiedades de los recubrimientos resultantes.
4. Reducir la susceptibilidad al agua de los latex basados en caseina, incorporando una proteina
hidrofébica (zeina), empleando la polimerizacién en miniemulsién batch como técnica de sintesis.
Estudiar el impacto de la hidrofobicidad de la zeina sobre las propiedades de los recubrimientos

obtenidos.
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5. Desarrollar una técnica de polimerizacién que permita incorporar una mayor proporcion de
zeina en los materiales hibridos, haciendo hincapié en su efecto sobre las caracteristicas de los

materiales hibridos resultantes.
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CAPITULO 2: FUNCIONALIZACION DE LA ZEINA?

2.1. INTRODUCCION

A lo largo del tiempo, mdltiples proteinas tales como la caseina, zeina, gelatina y derivados
del coldgeno, gluten del trigo, proteina de soja y proteina del suero lacteo se han utilizado en
diferentes sectores para aplicaciones tales como recubrimiento de alimentos, plésticos
biodegradables, pinturas, adhesivos, aplicaciones biomédicas, bioelectrénica, ingenieria de
tejidos, entre otros.**!%-111 Sin embargo, es sabido que su uso presenta algunas desventajas como
la falta de uniformidad de la materia prima natural, la formacién de films frégiles, con alta
sensibilidad a la humedad, con pobre barrera al vapor de agua o a gases y baja resistencia al ataque
microbiano, en comparacién con los materiales convencionales derivados de polimeros
sintéticos.!'? Con el objetivo de superar estos inconvenientes, se han utilizado diversos métodos
fisicos (calentamientos, cizallamiento, presidon hidrostdtica, ultrasonido e irradiacién gama y
ultravioleta), quimicos (alquilacién, acilacién, acetilacién, succinilacién) y bioquimicos
(hidrdlisis enzimdtica, reticulacién por acciéon de transglutaminasas o peroxidasas), para
modificar las proteinas.!®112

Dentro de las modificaciones quimicas de las proteinas, las utilizadas para la conjugacién de
proteinas son aquellas que implican una reaccién con el aminodcido lisina, debido a la alta
reactividad que presenta el grupo residual (e-NH,).>?240-113-115 [ a5 proteinas de soja y de suero
lacteo, junto con la caseina y la proteina del gluten de trigo, son materiales abundantes y de facil
obtencidn, todos ellos conjugados mediante reacciones de acilacién o alquilacién, aprovechando
su alto contenido natural de residuos e-NH; de aminodcidos lisina (Tabla 2.1). Por el contrario,
como se puede observar en la Tabla 2.1, la zeina no posee lisina en su estructura por lo que su

modificaciéon quimica debe realizarse mediante otros grupos nucleofilicos, menos reactivos que

® Los resultados presentados en este Capitulo fueron realizados en colaboracién con el grupo de quimica
orgdanica aplicada de INTEC (CONICET-UNL) con los Doctores Victoria Vaillard y Santiago Vaillard.
Gran parte de estos resultados fueron publicados en Allasia et al. Polymer, Volumen 235, 12427819 (2021).
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los e-NH,, tales como los presentes en la cisteina, tirosina, dcido aspértico, e histidina, entre
otros.>®

11,113,116-119 en la

Aunque la modificacién quimica de la zefna se ha informado anteriormente,
mayoria de los casos, la quimica que involucra el proceso de conjugacién se aborda de manera
superficial, atribuyéndose a dichas modificaciones quimicas los cambios obtenidos en las
propiedades finales de los productos sintetizados. Ademads, debido al bajo contenido de grupos
nucleofilicos presentes en la zeina, los grados de modificacién alcanzados son notablemente
inferiores a los obtenidos para otras protefnas.'? En particular, la derivatizacién de la zefna con
acrilatos o grupos relacionados, permitiria convertir a esta proteina en una molécula capaz de ser
polimerizada por via radicalaria, resultando de gran interés para su uso en otras aplicaciones como
la sintesis de materiales fotocurados (peliculas o fibras), la preparacién de nanoparticulas hibridas

(ya que permitirfa mejorar la compatibilidad entre los diferentes componentes de las fases del

nanocompuesto), y como macro-entrecruzante en la preparacion de hidrogeles.

Tabla 2.1. Grupos laterales reactivos de diferentes proteinas.

Grupo  Amino Proteina de Proteina de Glutende  Zeina'®
reac tIi)vo scidos Soja'?! Caseina'?? suero'?>124 trigo!2>:126 (o-
(B-Conglicinina) (B-Lactoglobulina) (y-Gliadina)  zeina)
) Lys 0.00
Amino 58.85 23.89 18.70 11.44
Arg 2.07
. Glx
Carboxilicos A 148.39 63.49 39.35 117.92 38.14
Sp
Imidazol His 10.03 2.20 1.91 5.50 0.91
Indol Trp 0.00 0.84 1.17 0.00 0.00
Fendlico Tyr 6.51 10.10 3.66 8.58 5.63
Trp
Aromatico His 38.79 17.27 7.24 22.22 9.65
Phe
Sulfhidrilo Cys 0.76 0.74 5.11 0.00 1.32
Tioéter Met 1.27 6.03 3.93 3.96 2.68
Ser
Hidroxilo Thr 54.92 36.88 18.03 30.14 21.01
Tyr

Las concentraciones de aminodcidos se adoptaron de diferentes referencias y los valores se recalcularon
para expresarlos como mol de aminodcido/mol de proteina.
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En el presente Capitulo se investiga la modificacién quimica de la zeina empleando diferentes
agentes modificantes, tales como ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS), cloruros derivados del
acido oleico y el 4cido acrilico, y metacrilato de glicidilo, con el principal objetivo de obtener una
proteina (zeina) capaz de ser polimerizada por via radicalaria, que permita su correcta
incorporacion en la sintesis de nuevos materiales poliméricos compuestos con un alto grado de
compatibilizacién molecular. La eficiencia de la modificaciéon de la zeina se analizd
principalmente por resonancia magnética nuclear (RMN) y por andlisis elemental. Ademas, se
realizaron pruebas de concepto de la capacidad de incorporaciéon de la proteina mediante
polimerizacién radicalaria. Para ello, se utilizé la zeina modificada en la preparacién de films

puros de zeina mediante fotocurado por UV.

2.2 TRABAJO EXPERIMENTAL

La descripcién detallada de los materiales, la especificacion de los equipos, y los métodos de
sintesis y caracterizacién empleados a lo largo del trabajo experimental de esta Tesis, se presenta
en el Anexo. Por esta razén, a continuacién, se hara referencia s6lo a los aspectos del trabajo
experimental que se aplican especificamente a este Capitulo.

Para la sintesis de los agentes modificadores (miristato de NHS, cloruro de oleoilo y cloruro
de acriloilo) se adoptaron condiciones bien conocidas y estudiadas, que escapan del objetivo final
de esta Tesis, por lo que dichas metodologias de obtencién no se incluyen en este Capitulo, y s6lo

se mostrard un esquema de la reaccion de sintesis para cada agente modificante.

2.2.1 Modificacién quimica de la zeina con miristato de NHS (m-NHS)

Los ésteres de N-hidroxisuccinimida son reactivos ampliamente utilizados en diversas dreas
de la quimica, como la sintesis de péptidos, bioconjugados, materiales funcionalizados y
polimeros. La estrategia habitual empleada para preparar los diferentes ésteres activos, se basan
en la reaccidon de acoplamiento de NHS con aminas primarias, 4cidos carboxilicos, alcoholes o
aldehidos, en presencia de un agente de acoplamiento.>!'*!?” El 4cido miristico es un dcido graso

monocarboxilico saturado de cadena lineal (Ci4H2380-). Se encuentra ampliamente distribuido en
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grasas y aceites de origen vegetal y animal, tales como el aceite de palma, aceite de coco, aceite
de nuez moscada, entre otros. Si bien este dcido no presenta insaturaciones, se utiliz6 para
comprender la reaccién entre NHS y la proteina como alternativa de modificacion de la zeina. La
Figura 2.1 esquematiza el método completo de modificacién basado en la N-hidroxisuccinimida

con acido miristico.

a) N-hidroxi Acetato de Etilo N,N'"-diciclohexil Miristato de NHS
succinimida ¥ Ac.Mirfstico 4 (EtOAC) 4+ carbodiimida 9 (m-NHS)
(NHS) (DCC)

oﬂ Y\ - CS @ 1.\(\_

(CHy)11-CH3
$ : : -(CH;)11-CHy
Urea intermedia
b) Zeina o= Miristato de NHS % Zefna modificada e Subproducta

® G/C>= 3 . __,.E_ (\/}‘7’:’“

@ Grupos funcionales Anion estable

: {CHZ)11-CH;
Figura 2.1. Esquema de sintesis del miristato de NHS (a) y la posterior modificacion de la

zeina (b).

Las reacciones de modificacién con miristato de NHS se llevaron a cabo durante 12 h, en tubos
Schlenk con agitacion magnética constante y temperatura controlada mediante un bafio de aceite
a 60 °C cuando se usé una solucién alcohdlica (90%v/v), o a temperatura ambiente con
dimetilformamida (DMF) como solvente. Se emplearon diferentes relaciones molares
zeina:agente modificante (1:5; 1:10 y 1:20), manteniendo la misma concentracion de zeina
respecto al solvente (140 mg/ml), e incorporando trietilamina (Et3:N) como base (relacién molar
m-NHS:EtN 1:2). Por ultimo, la purificacién de la zeina modificada se llevé a cabo mediante
multiples lavados con acetona, para eliminar el miristato de NHS no reaccionado, la Et:N y el

subproducto de la reaccion.
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2.2.2 Modificacion quimica de la zeina con cloruros

En general los cloruros resultan prometedores para la modificacion de la zeina debido a que
ya se ha reportado el uso de cloruros de 4cidos grasos para la modificacién de protefnas.!'? Es
conocido que los cloruros pueden reaccionar por acilacién o esterificacién con diferentes grupos,
como las aminas (primarias, secundarias y terciarias), amidas, alcoholes, aldehidos y cetonas.!'?®
En esta Tesis se explor6 la utilizacién de cloruros de dcido oleico (ClO) y de 4cido acrilico (CIA).

El 4cido oleico es un acido graso monoinsaturado insoluble en agua, que se encuentra en la
mayoria de las grasas y aceites naturales, tales como los aceites de soja, cartamo, oliva, palta,
semilla de uvas y girasol, entre otros. El origen natural de este acido, le otorga al cloruro de oleoilo
una ventaja como agente modificador para la zeina, ya que permitiria incrementar, en el material
final, el contenido proveniente de fuentes naturales. Ademads, la instauracidn que contiene el dcido
oleico permitiria su compatibilizacién en un sistema hibrido con un polimero sintético en la etapa
de polimerizacion por radicales libres.

Por otro lado, el 4cido acrilico es conocido como el 4cido carboxilico insaturado mas simple,
con un enlace vinilico y un grupo carboxilo unido a su C3. Se caracteriza por ser un liquido
corrosivo e incoloro, soluble en agua, alcoholes, éteres y cloroformo. A diferencia del acido
oleico, el 4dcido acrilico no proviene de una fuente natural, sino que se produce a partir del
propileno, y cuenta con un doble enlace terminal el cual presenta una mayor reactividad que el
doble enlace interno del 4cido oleico.

Las reacciones de modificacion con cloruros de acido, se llevaron a cabo en tubos Schlenk con
agitacion magnética constante, durante 12 h a temperatura ambiente. En ambos casos se
emplearon diferentes relaciones molares zeina:CIO (1:5, 1:10, 1:20 y 1:150) y zeina:CIA (1:50,
1:100 y 1:150), manteniendo la misma concentracién de zeina respecto al solvente empleado
(DMF, 140 mg/ml). Se incorporé EtsN como base (relacién molar cloruro de 4cido:Et;N igual a
1:2). En la Figura 2.2 se esquematiza en forma general la sintesis de los cloruros de dcido (2.a) y

su aplicacién en la modificacion de la zeina (2.b).
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Clo'rurlo de , Acido - Diclorometano Cloruro del acido
tionilo 4= (oleico o acrilico) +- 9
(DCM)
(socl,)
o 0 R cl (o) R
CF—S// Y _ 1 \‘/
N Cl
Cl OH
_._.-‘/A\--.___
“Donde OY Acido oleico OY Acido acrfgc?\
OH oH
b) Zeina & Cloruro del 4cido 9 Zeina modificada 4+ Subproducto
(8] =
[a)
TAVAN S o i

O\]’/R
Cl

. Grupos funcionales

Figura 2.2. Esquema de sintesis del cloruro de oleoilo y/o acriloilo (a) y la reaccion de

modificacion de la zeina (b).

En estos casos, a diferencia de la zeina modificada con miristato de NHS, el proceso de

purificacién requiere del uso de diferentes soluciones para neutralizar y eliminar el exceso de

EtsN (solucién 4cida), y para neutralizar y eliminar los restos de &acido acrilico u oleico no

reaccionados (solucidn alcalina). A continuaciodn, se detalla el proceso de purificacién:

e Precipitacion de la zeina funcionalizada en una solucién de HCI (0.1 M), para neutralizar y

eliminar el Et:N. La zeina modificada se recupera mediante centrifugaciéon a 4000 rpm

durante 10 min. Esta etapa se realiza por duplicado

e Solubilizacién de la zeina recuperada en el paso anterior en etanol/agua (90 %v/v)

e Precipitacion de la zeina modificada en una solucién de NaHCOs3 (0.05 M), para neutralizar

y eliminar los restos de dcido acrilicos que no reaccionaron. La zeina modificada se recupera

mediante centrifugacion a 4000 rpm durante 10 min.

e Por tltimo, se lava con agua para eliminar el bicarbonato de la etapa anterior.

2.2.3 Modificaciéon quimica de la zeina con metacrilato de glicidilo (GMA)

En este caso, a diferencia de los anteriores, se emple6 GMA comercial (Sigma). El GMA es

un mondmero sintético de particular interés debido a su doble funcionalidad (grupos vinilico y
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epoxido). Se caracteriza por ser un liquido incoloro, soluble en agua, etanol, acetona, entre
otros.>!?*

La modificacion de la zeina se llevé a cabo en un reactor de vidrio encamisado de 100 ml
equipado con un bafio térmico para el control de la temperatura, una termorresistencia Pt100 para
el monitoreo de la temperatura y agitacion magnética constante. La reaccion se realizé a 60 °C
durante 5 hr empleando dos solventes diferentes: i) DMSO; y ii) un conjunto de soluciones
alcoholicas con diferentes contenidos de etanol (70, 75, 80, 85 y 90 %v/v). En ambos casos, la
concentracion de zeina fue 10 % p/v, con un 25 % de GMA respecto a la zeina. A la mezcla de
reacciéon se le adicioné unas gotas de N-isopropilhidroxilamina (IPHA) como inhibidor de
radicales libres, para evitar la polimerizaciéon del GMA. En la Figura 2.3 se esquematizan las
posibles vias de reaccion entre el GMA vy la zeina. La zefna modificada fue purificada mediante
multiples etapas de precipitacidn-redispersién en agua, para eliminar el agente inhibidor y el
exceso de GMA no reaccionado. Para esto, se vertié lentamente la mezcla de reaccién en agua
ultrapura, promoviendo la precipitacién de la proteina. La zeina modificada se recuperd por

centrifugacion (4000 rpm durante 15 min), y se redispersé nuevamente en una solucién fresca de

etanol/agua. Este procedimiento de purificacién se repitié 3 veces.

ZEINA NATIVA GMA

(<)

Grupos funcionales
(-SH, -NH, -NH,, <OH y -COOH)

\)\/O
(A) Transesterificacion \”/J\

(B) y (C) Apertura del grupo epdxido

Figura 2.3. Esquema de las posibles vias de modificacion de la zeina con GMA.
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Las posibles vias de reaccion quimica seguidas por el GMA han sido ampliamente estudiadas,
por lo que se conoce que ocurren a través de dos mecanismos posibles: 1) mediante la apertura
del anillo epdxido, dando dos productos segin el sitio de apertura del anillo (reacciéon B y C); y
II) mediante la reaccion de transesterificacion, donde la molécula del GMA se divide y forma
glicidol (GDOL) como subproducto (reaccion A). Aunque la reaccién mediante la apertura del
epoxido se produce principalmente con el grupo NH,, también pueden participar en esta reaccion
otros grupos nucleofilicos, como imidazol, sulfhidrilo, carboxilo o incluso grupos hidroxilo.!* Es
importante aclarar que, si bien las 3 reacciones suelen coexistir, la preferencia entre la apertura

del anillo y la transesterificacién dependen del pH del medio y del solvente utilizado.

2.2.4 Caracterizacion de la zeina modificada

La determinacion de la modificacion de la zeina se estudié mediante RMN, comparando los
espectros 'H-RMN de la zeina modificada, con el de la zeina nativa y los respectivos agentes
modificadores. La zeina modificada con GMA se caracterizé ademas mediante andlisis elemental
de carbono (C) y nitrégeno (N), el cual permitié calcular de forma mds precisa el contenido de
enlaces vinilicos adheridos a la molécula de zeina (los detalles de las técnica estdn explicados en

las secciones A.3.1 y A.3.4 del Anexo, respectivamente)

2.2.5 Prueba de concepto de la capacidad de polimerizacion de la zeina metacrilada

Como una primera prueba de la efectividad de la modificacién y la capacidad de la zeina
funcionalizada para polimerizar a través de los enlaces vinilicos adicionados, se llevo a cabo la
formacién de films fotocurables a partir de la zefna funcionalizada con cloruro de oleoilo
(ZF-CIO) y con GMA (ZF-GMA), empleando 2-hydroxy-4'-(2-hydroxyethoxy)-2-
methylpropiophenone (Irgacure2959) como fotoiniciador (Figura 2.4a). El Irgacure2959 es un
compuesto soluble en etanol, agua y 4cido acético, resistente a la temperatura, que posee baja
volatilidad, poco olor y que absorbe a una longitud de onda entre 200-360 nm.

Para la obtencién de los films, se prepar6 una solucidn de zeina en 4cido acético (0.12 g/ml) y

se adicion6 3% del fotoiniciador respecto a la masa de proteina. Luego se sec6 1 ml de la solucién
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sobre una placa de teflén, en estufa con vacio a 50°C. Los films se cortaron en forma de discos de
20 mm de diametro, y se procedid a su curado en un fotorreactor (Figura 2.4b) durante 30 min,
60 min y 3 hr. De igual manera, se preparé como referencia un film a partir de una solucién de
zeina pura sin modificar. Una vez obtenidos los films curados, estos fueron sumergidos en una
solucién de etanol/agua (90% v/v) para determinar su fraccién insoluble (IF) por gravimetria (el

proceso esta detallado en la seccién A.5.5 del Anexo).

a) b)

OH

Figura 2.4. Fotoiniciador 2-Hydroxy-4'-(2-hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenone (Irgacure
2959 ®) utilizado para la preparacion de films de zeina (a); Fotorreactor formado por 8

ldmparas germicidas UV de 8W cada una (254 nm).

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de las diferentes estrategias de

modificacién de la zeina explorados.

2.3.1 Modificacion quimica de la zeina con miristato de NHS (m-NHS)

Si bien el 4cido miristico no aportaria funcionalidad a la proteina debido a que no posee enlaces
vinilicos, se esperaba con estos experimentos aportaran luz al sistema de reaccién de modificacién
de la zeina.

En la Figura 2.5 se muestra el espectro 'H-RMN para el m-NHS, la zefna nativa (ZN), y la
zeina modificada (ZM) obtenida a partir de la relacién molar ZN:m-NHS mds alta (1:20) llevadas
a cabo en etanol-agua (ZM-EA) y en DMF (ZM-D). Como se puede observar en la Figura 2.5.b,

el m-NHS posee una sefial caracteristica a los 2.65 ppm correspondiente a los protones del C, de
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la cadena del 4cido miristico, mientras que la ZN en dicho corrimiento quimico no presenta
ninguna sefial. En los espectros 'H-RMN de las proteinas modificadas (ZM-EA y ZM-D) se puede
observar la aparicién de nuevas sefiales entre 2.52-2.60 ppm, que podrian atribuirse a la unién de
la cadena del 4dcido miristico a la cadena proteica. Si bien estas sefiales difieren segtin el medio
utilizado para la reaccién, podria estar relacionado a los cambios de la estructura que presenta la
zeina en los diferentes solventes.

Por otro lado, se puede observar que ZM-EA fue correctamente purificada, ya que en su
espectro 'H-RMN no se observan sefiales de residuos de m-NHS (a 2.65 y 2.80 ppm), mientras
que ZM-D permanece contaminada con el agente modificador y requiere mds etapas de lavado
para su completa purificacién. Contrario a lo esperado, en ambos casos, durante la etapa de
purificacion la acetona utilizada en el lavado de la zeina modificada se tornaba de un color
amarillo intenso (Figura 2.6.a), que es caracteristico de la proteina. Debido a esto, se analizaron
los sélidos recuperados del tercer lavado tanto para la ZM-EA (Figura 2.6.b-c), como para la

ZM-D (Figura 2.6.d-e).
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a) : | b) - I |
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: 5 ! 1 n
m-NHS _ b oo 4 [ I
CH, ], -CH ' ! I I
g A I |
! i I |
| i | i
ZN ! E ; - i
i | |
—A-1 : T
. - | I
i ]
ZM-EA : } : ‘ 2 : : 2
I | \ f
1 W b | |
1 E ' + + | -
i i ‘ 1 ¥ 1
ZM-D ? HJ : . il ’
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= : 2\ LML A~ anI % ()
! I 1

U OEE O BE W ORE B SR LW R A B e W W 2.95 2.90 2.85 2.80 175 2.70 2565 2.60 2.55 2,50 2.95 240 2.35
{ppm) f1 {ppem)

Figura 2.5. Espectro 'H-RMN completo (a) y una ampliacién (b) del m-NHS, zeina nativa y
modificada de la reaccion llevada a cabo en etanol-agua y en DMF. Referencias: + sefiales de
DMF, * seiial de protones pertenecientes al anillo, ** sefial de protones perteneciente al 2do

carbono del dcido miristico.
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Los espectros 'H-RMN de los sobrenadantes de ZM-EA y ZM-D no presentan sefiales tipicas
correspondientes a la zefna; sin embargo, en ambos espectros 'H-RMN aparece la sefial entre los
valores 2.52-2.60 ppm, anteriormente atribuido a la modificacién de la proteina, poniendo en duda
la efectividad de la modificacién. En una etapa posterior se estudié dicho sobrenadante,
comparando las sefiales con los espectros 'H-RMN simulados correspondientes al de los carotenos
presentes en la zeina (B-caroteno, luteina y zeaxantina)'’! que son los responsables de su
coloracién tan caracteristica. Como se puede apreciar en la Figura 2.7, en los espectros 'H-RMN
de los sobrenadantes no se observan sefiales claras de los carotenoides B-caroteno, Luteina,
Zeaxantina simulados, descartando la presencia de los mismos en el liquido residual del lavado,
y concluyendo que dicha coloracién podria deberse a algiin subproducto no identificado obtenido

durante la reaccion de modificacion.

a) Zeina modificada

Sobrenadante del tercer
lavado con acetona

b)
m-NHS

ZN
ZIMEA
Sobrenadante{ZM-EA)

L) e}

m-NHS

IN

IMND

Sobrenadante(ZN-D)

Figura 2.6. Espectro 'H-RMN completo y una ampliacion del m-NHS, zeina nativa y modificada
y sobrenadante recuperado de la etapa de purificacion, para las reacciones llevadas a cabo en

etanol-agua (a-b) y en DMF (c-d). Referencias: * sefial atribuida a la modificacion de la zeina.
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Bl—carott'ﬂu _ | | H i I
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Sobrenadante (ZM-EA) ) ; 1 '_ L Aok ~_ L 2

Sobrenadante (ZM-D)
P 85 B0 S5 50 45 40 35 30 IS5 20 L5 10 0S
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Figura 2.7. Espectros 'H-RMN simulados de los carotenos existentes en la zeina (f-caroteno,
luteina y zeaxantina) y espectros de los sobrenadantes recuperados de la etapa de purificacion,

para las reacciones llevadas a cabo en etanol-agua (ZM-EA) y en DMF (ZM-D).

Referencia: * sefial atribuida a la modificacion de la zeina.

Por ultimo, se repitié la medicién de RMN de las proteinas modificadas 1 mes después de ser
sintetizadas (Figura 2.8), obteniendo el mismo espectro 'H-RMN para el caso ZM-D, pero no asi
para el caso ZM-EA, indicando que esta ultima no es estable en el tiempo.

En base a los resultados poco concluyentes obtenidos, no fue posible confirmar que la
modificacién de la zeina haya sido exitosa, descartdndose el uso del éster de NHS para modificar
la zeina. Sin embargo, es importante aclarar que tampoco se puede asegurar que el sistema NHS
no sea exitoso para modificar la zeina, debido a que existen reportes donde se obtuvieron
resultados positivos, como el caso de Kim et al. (2004)'* que lograron un entrecruzamiento
intermolecular de la zeifna, o Liu et al. (2019)'* que adicionaron a la molécula de zefna una

molécula de acido 4-azidobenzoico.
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Figura 2.8. Espectros '"H-RMN completos y ampliacion de la zeina modificada en etanol-agua

(a-b) y en DMF (c-d) Referencia: * sefial atribuida a la modificacion de la zeina.

2.3.2 Modificacion quimica de la zeina con Cloruros

Cloruro de oleoilo (CIO)

Si bien la reaccién del CIO con zeina nativa (ZN) se llevd a cabo variando las relaciones
molares entre ZN:CIO (1:5, 1:10, 1:20 y 1:150), en esta seccién solo se mostraran los resultados
para la relacién 1:20 (ZO-1:20). La zeina modificada obtenida a partir de la relacién 1:150 no fue
posible purificarla ni caracterizarla, debido a que no se logré solubilizarla en ningtin solvente,
incluidos DMSO, DMF y la mezcla etanol/agua (Figura 2.9.a), probablemente por el
entrecruzamiento del 4cido oleico que se encuentra en exceso.

Como se puede observar en el espectro 'H-RMN (Figura 2.9.b-c), la ZN presenta una sefial
préoxima a los 5.35 ppm, que se superpone a la sefial del doble enlace que presenta el CIO,
afectando la cuantificacion del grado de modificacién de la zeina. Para la estimacion del grado de

modificacidn se adopté como referencia el drea de una sefal presente en la ZN (6.6 ppm), y se la
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compard con el drea de las sefiales a 5.35 ppm de la ZN y la zeina funcionalizada (ZO), de acuerdo
con la ecuacién 2.1.

area(5.35ppm area(5.35ppm
Grado de modificacién = ( PP™)zr — ( PP™) 2 [2.1]
area(6.6ppm),r  area(6.6ppm),y

) zoa14%0 b)

ClO

0
o

s
%

Z0-1:20

¥4 73 TO B8 BKE BA &l ED 58 56 B4 S5)F 50 48 &6 44 42 48 3B
1t (ppm)

Figura 2.9. Foto del producto de modificacion de la zeina con una relacion molar
zeina:CIlO = 1:150 (a). Espectro 'H-RMN completo (b) y su ampliacién entre 3.80-7.50 ppm (c)
del ClO, zeina nativa (ZN) y funcionalizada (Z0O-1:20). Referencias: *sefial correspondiente a
los protones de los carbonos Coy Cjo del cloruro de oleoilo; ** sefial atribuida a la modificacion

de la zeina.

En la Tabla 2.2, se resumen los valores para la relacién entre el drea de la sefial 5.35 ppm
(medido entre los corrimientos 5.24-5.40 ppm) y drea de la sefial a 6.65 ppm (medido entre los
valores 6.55-6.88 ppm) para ZN y Z0O-1:20. En base a estos valores se puede decir que el grado
de modificacién alcanzado es de 0.28. Sin embargo, al analizar el espectro 'H-RMN obtenido para

una zeina nativa lavada (ZNL), es decir sometida al mismo proceso de purificacion de la proteina
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modificada, se puede observar un cambio en su espectro ' H-RMN con respecto al de 1a ZN (Figura
2.10), donde la sefial a 6.65 ppm se reduce notablemente. Esta variacion, podria estar indicando
que la zeina nativa sufre alguna modificacién durante el proceso de purificacion debido a las
diferentes soluciones utilizadas (acidas y alcaninas), poniendo en duda el grado de modificacién
calculado anteriormente, el cual asciende a 0.45 si se determina a partir de la ZNL (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Relacion de las dreas de las sefiales usadas para el cdlculo del grado de modificacion
de la zeina funcionalizada con CIO (ZO-1:20).

Area(5.35)/ drea(6.65)

Zeina nativa (ZN) 0.90
Zeina nativa lavada (ZNL) 0.73
70-1:20 1.18

160

70 68 66 64 62 60 58 56 :
f1 (ppm)

Figura 2.10. Espectro de 'H-RMN de la zeina nativa sin lavar (marrén) y lavada (azul) segiin el

procedimiento de purificacion

Cloruro de Acriloilo (CIA)

La modificacién quimica de la zeina nativa (ZN) con CIA se realiz6 empleando 3 relaciones
molares ZN:CIA (1:50, 1:100 y 1:150). En la Figura 2.11 se presenta tinicamente el espectro
"H-RMN obtenido para la relacién de modificacién mds alta (ZA-1:150) junto a los obtenidos para
el dcido sintetizado y la ZN. Como se puede observar en la Figura 2.11.b, el CIA presenta un
conjunto de sefiales entre los corrimientos quimicos 5.7-6.5 ppm, las cuales también aparecen en

el espectro 'H-RMN de la zefna modificada (ZA-1:150), por lo que se puede considerar que la
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modificacion se logré con éxito. Sin embargo, la gran cantidad de sefales que presenta el CIA
entre los corrimientos 5.80-6.70 ppm (Figura 2.11.a), estarian indicando que el reactivo de partida
contiene un alto grado de contaminantes, ya que este s6lo deberia presentar 3 sefiales dobles en
este rango (aproximadamente a 6.16, 6.63, 6.35 ppm, valores que pueden variar levemente segin
el solvente que se utilice). Debido a que no fue posible eliminar ni distinguir estos contaminantes,
no se puede asegurar con certeza el grado de modificacion alcanzado. Ademds, como en el caso
anterior, existen diferencias en el espectro 'H-RMN de la zeina nativa y modificadas, que son

atribuidos a la etapa de purificacion.
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Figura 2.11. Espectro "H-RMN completo (a) y una ampliacion (b) del CIA, zeina nativa y

modificada (ZA- 1:150). Referencias: ** sefial atribuida a la modificacion de la zeina.

Por lo tanto, si bien la modificacién de la zeina mediante el uso de cloruros es factible, presenta
desventajas, tales como:

1) La sintesis de estos reactivos (CIO y ClA) requiere tomar precauciones debido a su alta
reactividad con el agua y la humedad ambiente, que produce 4cido clorhidrico. Por lo
tanto, es necesario realizar un pretratamiento tanto a los reactivos de sintesis, como en los
equipos utilizados.

2) La alta reactividad de los cloruros, no solo dificulta su manipulacién y produccién a
escala, sino que impide su completa purificacién (sélo se elimina el cloruro de tionilo por
destilacién). Los diversos subproductos o contaminantes pueden interferir durante la

modificacidn de la zeina o incluso reaccionar con la misma.
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3) Dado que los contaminantes o subproductos no son ficilmente identificables, no es
posible cuantificar el grado de funcionalizacién mediante un analisis elemental, debido a
que para esto se requiere conocer con exactitud la estructura quimica del agente
modificador (especificamente, la cantidad de carbono en su molécula).

4) La zeina modificada requiere una extensa purificacién que implica el uso de soluciones
4cidas (para neutralizar y eliminar Et;N) y soluciones alcalinas (para neutralizar y
eliminar restos de dcidos acrilicos que no reaccionaron) las cuales afectan la estructura
de la proteina, afectando la estimacién del grado de modificacién obtenido por RMN.

Teniendo en cuenta que el propdsito de esta Tesis es la generacion de biocompuestos reactivos
para producir nuevos materiales con alto contenido de proteinas, se procurd encontrar estrategias
de modificacién de la zeina que tengan una complejidad tecnolégica escalable, para ser utilizadas
en un proceso posterior de polimerizacion en emulsién. Es por ello que a continuacién se
considera otra alternativa de modificacion de la zeina, utilizando GMA como reactivo de

vinilizacién de la proteina.

2.3.3 Modificacion quimica de la zeina con metacrilato de glicidilo (GMA)

En la Figura 2.12 se muestra el espectro 'H-RMN para el GMA, la zeina nativa (ZN) y
modificada con GMA en una solucién de etanol al 70 %v/v (ZG-E70) y en DMSO (ZG-DMSO).

Como se muestra en la Figura 2.3, la reaccién del GMA puede ocurrir con los grupos
nucleofilicos apenas presentes de la zeina (Tabla 2.1), como el -SH de la cisteina, el -NH de la
histidina, o incluso los grupos -NH, terminales. Sin embargo, se ha sugerido que los grupos -OH
de aminoacidos como treonina, serina y tirosina y los grupos carboxilato del dcido aspartico y
glutdmico poseen una mayor probabilidad de reaccionar dado el alto contenido de dichos
aminoacidos de la zeina. Todos estos procesos deberian proporcionar zeina con grupos de
metacrilato disponibles, susceptibles a la polimerizacién radicalaria. Como se puede observar, el
GMA puro presenta una sefial (5.65-6.05 ppm) correspondientes a los protones que conforman el
enlace vinilico, los cuales no se superponen con ninguna sefial de la zeina nativa. Curiosamente,

no se observd la modificacion de zeina en DMSO, ZF-DMSO (Figura 2.12.b), mientras que
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cuando se empled el disolvente binario (ZG-E70) se obtuvo una clara evidencia de incorporacién
de grupos metacrilato en la estructura de la proteina, sugiriendo que la reaccién no solo depende

del pH del medio sino también del solvente utilizado.

a) GMA b)
*
Q * oy % .
4
* ‘ [
© ngt ;ll ) “\_ khA\ ) J ‘\_ JL
‘ 1
]
ZN I“. bl oanetll B, s
P N N I \ “‘"-Jl\:. wiY i n )
—// \\J,‘ \uﬂ\/,‘ '\f‘. - kﬂ/-\,\/ﬂ( \/\/ "\,—\_/‘\j a\)‘) vV W) K Vi )‘\ﬂ
: | L]
ZG-DMSO | \ | | . )
. g . W | 4
= I M > D ¥ S he ~ " S Jl_ AN
| |
| (i |
7G-E70 | | 1 1
ok ok
5 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 6.6 64 62 60 58 56 54 52

f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 2.12. Espectro 'H-RMN completo (a) y su ampliacion 4.8-6.8 ppm (b) correspondiente al
GMA, ZN, ZG-DMSO y ZG-E70. Referencias: * sefial atribuida a los protones que conforman el

enlace vinilico del GMA; ** sefial atribuida a la modificacion de la zeina.

Este resultado podria deberse a que en un solvente prético polar, como las soluciones
alcohdlicas, predomina el mecanismo de apertura de anillo del GMA, mientras que cuando la
reaccion se lleva a cabo en solventes apréticos polares, tales como DMSO o DMF, prevalece una
transesterificacién.'** Ademads, el pH de las soluciones de zeina en cada uno de estos solventes
difiere, afectando también los mecanismos de reaccion de las conjugaciones con GMA. Para las
soluciones de zeina, se obtuvieron valores de pH de 8.8 + 0.09 en DMSO y 5.5 + 0.02 en solucién
alcohdlica (70 %v/v). El efecto del pH de las soluciones acuosas sobre las reacciones de GMA ha
sido estudiado en detalle por Reis et. al.,'3>13¢ quienes determinaron la ruta de modificacién del
poli(vinil alcohol) (polimero que sélo posee grupos -OH) y el poli(4cido acrilico) (polimero que
s6lo posee grupos -COOH) con GMA en un medio acuoso. Estos autores concluyeron que, en una
solucién dcida el GMA podria reaccionar tanto con los grupos carboxilo como hidroxilo a través

de la apertura del anillo epdxido; mientras que en medios alcalinos, el GMA solo reacciona con
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los grupos hidroxilo, primero mediante una reaccién de transesterificacién y luego mediante un
mecanismo de apertura del anillo epdxido.

Por otro lado, se sabe que la naturaleza y la composicién del disolvente pueden inducir
cambios conformacionales significativos de la zeina en solucién, dependiendo del tipo de
interaccién del solvente con los grupos hidrofilicos o hidrofébicos de la proteina. Cuando el
disolvente utilizado interactia con los grupos hidrofébicos de la proteina, como DMSO y 4cido
acético, se favorecen las interacciones hidrofilicas intramoleculares,'*” dejando menos accesibles
los grupos nucleofilicos de la zeina y afectando negativamente las reacciones de conjugacién con
el GMA. Contrariamente, cuando se utiliza un disolvente binario de etanol-agua, se favorecen las
interacciones hidrofébicas intramoleculares, exponiendo los grupos nucleofilicos de la proteina y
favoreciendo su modificacién quimica.'¥-13

El efecto de la reestructuracién de la zeina sobre el grado de modificacién se estudié para el
caso del solvente binario, donde los experimentos de modificacién de la proteina con GMA se
llevaron a cabo variando unicamente la concentracion alcohdlica de etanol en el solvente desde
70 a 90 %v/v (rango de concentracion reportado donde la zeina es soluble!3314:141) Para cada uno
de los experimentos, se estimé el grado de modificaciéon (GM) a partir de las dreas de las sefiales
correspondiente a los grupos metacrilicos (5.70 y 6.10 ppm) de los espectros 'H-RMN obtenidos,
de acuerdo a la ecuacién 2.2. Ademas, el GM se puede referir al valor alcanzado con la zeina

modificada en el solvente con 70 %v/v etanol (ZG-E70) de acuerdo a la ecuacion 2.3.

area(5.7ppm)zr _ area(6.1ppm)zp

Grado d dificacion (GM) = = 2.2
rado de modificacién (GM) area(6.6ppm),y area(6.6ppm),y [2.2]
g . GMzp X 100
Grado de modificacién relativo = ———— [2.3]
GMzr-g70

Como se puede observar en la Figura 2.13, el grado de modificacion relativo de la zeina se ve
significativamente afectado por el contenido de etanol en el solvente, resultando en un mayor

grado de metacrilaciéon cuanto menor es el contenido alcohdlico del solvente. Es decir, al
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incrementar la polaridad del disolvente mediante la dilucién del etanol desde el 90 al 70 %v/v, se

logré aumentar un 75 % el GM de la zeina.
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Figura 2.13. Variacion del grado de modificacion de la zeina con GMA, al cambiar la

hidrofobicidad del medio de reaccion

Este resultado, esta de acuerdo con lo observado por Kim et al. (2008 y 2010)'3%1%, quienes
estudiaron la estructura de la zefna variando la hidrofobicidad del medio en una solucién
alcohdlica de etanol, entre el 70-90 %v/v. Aunque todas las concentraciones alcohdlicas
mostraron una capacidad similar para solubilizar la zeina, la medicién de transmitancia mostrd
que existe una variacion en el tamafio del agregado dependiendo del contenido de etanol en la
mezcla de disolventes. Ellos observaron un incremento en la transmitancia al incrementar el
contenido de etanol de 70 a 90 %v/v, sin observar precipitacion dentro de este rango, indicando
una variacién de tamafio de las moléculas de zeina a medida que cambia el porcentaje de etanol.
Esto también fue comprobado mediante dispersion de luz dinamica (DLS), donde la evolucién de
los tamafios de los agregados de zeina permitié comprender mejor el comportamiento de
agregacion de la zeina en una solucién alcohdlica. La Figura 2.14 muestra el resultado de la
evolucion del volumen de los agregados, extraida de Kim et al. (2010).!%8

En base a esto, Kim et al. proponen que la molécula de zeina forma agregados globulares-
micelares macromoleculares (MMGA, por sus siglas en ingles), capaces de invertir su estructura
a medida que la composicién del disolvente cambia de un entorno hidrofilico a uno maés

hidrofdébico. En este sentido, la solucidn de etanol al 90 %v/v resultd ser el mejor disolvente para
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la zeina, ya que el nimero de agregacion era minimo a esta concentracion. Al reducir el contenido
de etanol se favorecen las interacciones hidrofébicas intramoleculares, quedando la fraccion
hidréfila de la proteina expuesta en la superficie de los MMGA. En este caso, las cargas
superficiales de las particulas se repelen entre si evitando la precipitacion, formando una solucién

turbia.
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LE+05 §

Volumen (nm?)

LE+04 §

LE+03 §
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Figura 2.14. Variacion del tamaiio de los agregados al variar la fraccion de etanol del
solvente.'3®

En la Figura 2.15 se esquematiza el cambio de la reestructuracion de la proteina cuando se
encuentra por debajo del 90 %v/v de etanol. Por encima del 90 %v/v de etanol se favorecen las
interacciones hidrofilicas intramoleculares, resultando en un tipo diferente de MMGA, con la
fraccién hidrofébica completamente orientada hacia el medio disolvente. En este caso, las
particulas se atraen entre si por fuerzas de van der Waals, de modo que se induce la agregacion

seguida de la precipitacion.

<90 % Etanol > 90 % Etanol
. Reestructuracion e P

‘ de la Zeina Y

ST & St

o) E—— 5oL
o
Grupos hidrofilicos principalmente Grupos hidrofdobicos principalmente
orientados hacia la superficie orientados hacia la superficie

Figura 2.15. Esquema de la reestructuracion de la zeina frente el cambio de la hidrofobicidad

del solvente.
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La estructura que propone Kim es importante si se considera que los grupos nucleofilicos de
la zeina que pueden reaccionan con el GMA, son grupos hidrofilicos y que los mismos quedan
expuestos sobre la superficie de los MMGA a bajos contenidos alcohdlicos, incrementando las
posibilidades de que la reaccién de conjugacion de la proteina ocurra. Sin embargo, es importante
considerar que la estructura de la zeina sigue sin estar clara, y esto se debe principalmente a que
la misma depende fuertemente del medio en el que se encuentra; y ademds las modificaciones
reportadas para la zeina generalmente se termina confirmando a través de las evidentes diferencias
que presentan las propiedades de los materiales resultantes.

Un estudio de andlisis elemental de carbono (C) y nitrégeno (N) de la zeina modificada
ZG-E70, nos permiti6 calcular con precision la cantidad de grupos vinilicos adicionados por mol
de proteina, aplicando las ecuaciones 2.4-2.5. Para esto se cuantificé el contenido de C y N para
la zeina nativa (%C(ZN) y %N(ZN), respectivamente) y para la zeina modificada liofilizada
(%C(ZG) y %N(ZG), respectivamente). Ademds, se consideré que la relaciéon C/N de la zeina
nativa es un valor caracteristico de la proteina, y que el exceso de C existente en la zeina
funcionalizada estd dado tinicamente por el grupo metacrilato adicionado (proveniente del GMA).
En la Tabla 2.3 se detallan los contenidos de C, N y la relacién de C/N, tanto para la zeina nativa

(ZN), como para la ZG-E70.

%C(ZN)
%C(ZGGMA) = %C(ZF) — %N(ZF) X m [2.4]
0
mol grupos vinilicos 1 molGMA [2.5]
=0 - _ .
mol ZF /OC(ZGGMA) X 34 gC X MWZeln

donde %C(ZGgma) representa el contenido de C en la molécula de zeina modificada aportado por
las unidades de GMA adicionadas, expresado en gC/100gZG.

En base a estos valores, se determiné que la zeina modificada posee 0.0179 mol de grupos
vinilicos por cada 100 g de proteina. Sin embargo, para poder expresar dicho resultado como una
relacion molar, se debe considerar que la zeina es una mezcla de diferentes tipos de zeinas (al y

02), cada una con un peso molecular de 19000 y 22000 g/mol, respectivamente. Por lo tanto,
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podemos decir que al realizar la reaccién de modificaciéon a 70%v/v de etanol, se logra adicionar
entre 3.4 y 3.9 moles de dobles enlaces por mol de zeina, si se adopta 19000 o 22000 g/mol como

peso molecular de la zeina, respectivamente.

Tabla 2.3. Resumen de los resultados obtenidos del andlisis elemental para la zeina nativa y para
la zeina con el mayor grado de modificacién (70 % etanol)

% N Promedio % C  Promedio C/N

14.73 54.15

z 14.7 4.42 :

N 14.77 > 54.69 . 3.69
14. .

ZG-E70 36 14.53 5500 55.11 3.79
14.50 55.22

2.3.4 Prueba de concepto de la capacidad de polimerizacion de la zeina metacrilada

A partir de las zefnas funcionalizadas con GMA (ZG) y con CIO (ZO) se procedid a formar
una pelicula fotocurable sin el agregado de un monémero de baja masa molar. Luego del curado
de las peliculas formadas por UV, se analiz6 su fraccion insoluble como medida del grado de
polimerizacion. En la Figura 2.16.a se puede apreciar una foto del film obtenido a partir de la
ZG-E70 inmersa en una solucién etanol/agua 90 %v/v y su comparacién con una pelicula de
referencia obtenida con ZN. En la Figura 2.16.b se muestran los resultados de las fracciones
insolubles obtenidas para los films curados de ZN y de la zeina modificada con GMA (ZG) y con

ClO (Z0O), obtenidas con el mayor grado de modificacién.

a) b) 60
Film de ZG 1 mCurado 30 min
Film de ZN (ZG-E70) 50 + m Curado 60 min .
1 mCurado 3 hr -
— 40
A
D—y— ;

e ——— d g
& = — 20 1
- ——

16.9

10

o4

Figura 2.16. Fotografia de peliculas curadas con UV de ZN y de ZG (ZG-E70), antes y durante

la prueba de inmersion en una solucion de etanol al 90% v/v (a); y las fracciones insolubles
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obtenidas después de la inmersion, para los films ZG y ZO curados por UV durante 30 min, 60

miny 3 h(b).

Como se puede observar en la Figura 2.16, independientemente del tiempo de curado, los films
obtenidos a partir de la ZN se solubilizan rapidamente y por completo al sumergirlos en etanol-
agua, indicando que la reacciéon de entrecruzamiento no ocurre. Por el contrario, los films
formados a partir de ZG y ZO resisten la inmersién al solvente, incrementando la fraccién de
material insoluble al aumentar el tiempo de curado. Este resultado permitié corroborar que es
posible la adicién de grupos vinilicos reactivos a la molécula de zeina a través de su conjugacién
con GMA o cloruros de dcidos grasos. Sin embargo, existe una marcada diferencia entre los
valores de IF alcanzados por ZG y ZO, pudiendo deberse a un menor grado de entrecruzamiento
para el ZO respecto al ZG. Se debe tener en cuenta que la ZO puede presentar un menor grado de
modificacién debido a la diferencia en la longitud de cadena adicionada y a la menor reactividad

del doble enlace intermedio del acido oleico frente al metacrilato del GMA.

2.4 CONCLUSIONES

La particular composicién de aminodcidos de la zeina, hace que esta proteina sea de gran
interés en multiples aplicaciones. Sin embargo, la gran proporcién de aminoécidos no polares y
la ausencia de grupos amino (-NH>), presentan una desventaja para su modificacién quimica
respecto a otras proteinas, tales como la caseina, la proteina de suero licteo, y la proteina de soja,
entre otras. Sin embargo, fue posible modificarla a partir de los grupos oxidrilos, carboxilos y
sulthidrilos que posee en su molécula, a través de su reaccién con agentes modificadores que
presentan en su estructura grupos funcionales como cloruros y anillos epéxidos. En una primera
instancia, se estudié la modificaciéon con m-NHS, con resultados poco concluyentes, por lo que
se descarté su implementacién para la conjugacion de la zeina. Por otro lado, se ha demostrado
que la modificacién a partir de cloruros (CIO y ClA) es factible, lograndose obtener para el caso
del ZO, un film fotocurable capaz de resistir la inmersién en un solvente etanol-agua. Los bajos

valores de IF alcanzados por estos films sugieren un bajo grado de entrecruzamiento, atribuido a
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un menor grado de modificacién y a la baja reactividad del doble enlace intermedio del dcido
oleico. Pero la dificultad que presenta la sintesis de los cloruros (CIO y ClA) y la imposibilidad
de purificarlos completamente, no permite cuantificar con exactitud el grado de modificacion
alcanzado por la zeina. Ademads, en estos casos, se requiere de un proceso largo de purificacion
para la obtencidn de la proteina final modificada, por lo que se descarta la modificacion a través
de cloruros como una via factible para la funcionalizacién de la proteina, que resulte escalable.

La modificacién mediante la apertura de un anillo epéxido resulta de mayor interés
tecnolégico debido a su sencillez, no generandose subproductos y requiriéndose de un reducido
nimero de etapas en el proceso de purificacién de la proteina modificada. En este sentido, el
GMA resulté ser un excelente agente modificador para la zeina, cuando se emplea etanol-agua
como solvente de reaccidn. Si bien la reestructuracion de la zefna en los distintos solventes atin
no estd completamente comprendida, se ha podido demostrar que una solucién alcohdlica con
70 %v/v de etanol (cercano al limite inferior de solubilidad) favorece la reaccién entre la proteina
y el GMA, logrando incorporar alrededor de 3.5 dobles enlaces por molécula de zeina.

Los experimentos de prueba de concepto mediante la produccion de films fotocurados a partir
de la zeina metacrilada mostraron un elevado grado de entrecruzamiento, con una significativa
fraccion de material insoluble y alta resistencia a la inmersion en etanol-agua. Estos experimentos
han demostrado que la zeina metacrilada obtenida por funcionalizacién con GMA, es un producto
con caracteristicas prometedoras para su incorporacioén en la sintesis de materiales compuestos.
En este sentido, en el siguiente Capitulo de esta Tesis, esta proteina serd utilizada como bio-

macro-entrecruzante en la sintesis de hidrogeles a base de N-vinilcaprolactama.
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CAPITULO 3: UTILIZACION DE LA ZEINA METACRILADA COMO
MACRO-ENTRECRUZANTE, EN LA SINTESIS DE HIDROGELES ©

3.1 INTRODUCCION

En el Capitulo anterior se investigd la modificacion quimica de la zeina con GMA,
permitiendo ampliar el campo de aplicacidn de la proteina mediante la incorporacién de dobles
enlaces en su molécula. La zeina metacrilada, por ser radicalmente polimerizable, seria de gran
interés en aplicaciones como la sintesis de materiales foto-reticulados (como peliculas o fibras),
la preparacion de nanoparticulas hibridas (ya que podria mejorar la compatibilizacién entre los
diferentes componentes de las fases del nanocompuesto), o como macro-entrecruzante en la
preparacion de hidrogeles.

Entre los materiales basados en proteinas reportados, los hidrogeles han recibido mucha
atencién debido a sus propiedades tUnicas y a las ventajas sustanciales que presentan, como
biocompatibilidad, biodegradabilidad, propiedades mecénicas ajustables. Ademds para varios
hidrogeles se ha reportado una respuesta inteligente a estimulos externos como el pH, la fuerza
idnica y la temperatura.'*> Debido a su versatilidad, los hidrogeles pueden disefiarse para cubrir
diferentes necesidades y aplicaciones, como por ejemplo para procesos de liberacién controlada
de aditivos alimentarios o productos farmacéuticos, implantes biomédicos o en ingenieria de
tejidos, entre otros. 2142144

Dentro de los hidrogeles, podemos encontrar aquellos de origen natural o sintético. Los
hidrogeles sintéticos exhiben una alta capacidad de absorcién de agua y una resistencia mecanica
adecuada, aunque sus aplicaciones pueden verse limitadas en el campo de la biomedicina debido

a la baja biocompatibilidad y biodegradabilidad, asi como a la toxicidad derivada de los

¢ Los resultados presentados en este Capitulo fueron realizados en colaboracién con el grupo de quimica
orgdnica aplicada de INTEC (CONICET-UNL) con los Doctores Victoria Vaillard y Santiago Vaillard.
Gran parte de estos resultados fueron publicados en Allasia et al., Polymer, Volumen 235, 12427819 (2021)
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mondmeros sin reaccionar que pueden permanecer en la estructura del gel. Los hidrogeles
naturales derivados de polisacdridos y proteinas tienen ventajas sustanciales como
biocompatibilidad y biodegradabilidad, entre otras. Sin embargo, los hidrogeles naturales tienen
desventajas inherentes, como una escasa resistencia mecénica e incluso podrian producir una
respuesta inmunitaria inflamatoria. Ademads, algunos tipos de hidrogeles proteicos, por ejemplo,
los inducidos térmicamente, no pueden volver a hincharse completamente hasta su volumen
original después del secado, debido al incremento de interacciones proteina-proteina a través de
enlaces de hidrégeno, interacciones electrostéticas e hidrofébicas que ocurren como resultado de
la deshidratacién. Las ventajas y desventajas de ambos hidrogeles (naturales y sintéticos) ha
motivado el desarrollo de hidrogeles hibridos capaces de combinar sinérgicamente las
propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas de dichos materiales.'**

Los hidrogeles derivados de la N-vinilcaprolactama (VCL) han sido ampliamente estudiados
y se caracterizan por poseer una respuesta térmica, que consiste en un cambio reversible en su
volumen a causa de variaciones en la temperatura del medio en el que se encuentra. De esta
manera, el hidrogel se encuentra en un estado hinchado a bajas temperaturas y colapsa,
expulsando gran parte del liquido contenido, a altas temperaturas (Figura 3.1). La temperatura a
la cual ocurre este cambio se conoce como temperatura de transicion de fase volumétrica (VPTT),
y en estos hidrogeles suele estar cercana a la temperatura fisioldgica (entre 31 y 38 °C), 145146

Por otro lado, la naturaleza del agente entrecruzante utilizado para la sintesis de la red
polimérica juega un papel crucial en las propiedades de los hidrogeles. Cuando se utilizan
reticulantes de bajo peso molecular, tales como N,N-metilenacrilamida (BIS), las propiedades
mecanicas de los hidrogeles son dificiles de ajustar sin interferir con su capacidad de
hinchamiento, dado que las mismas se ven afectadas en direccién opuesta al grado de
reticulacién.'*” El uso de macromoléculas como reticulantes (es decir, macro-entrecruzantes)
permite mejorar tanto las propiedades mecanicas, como la capacidad de hinchamiento de los

142,148,149

hidrogeles.
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Figura 3.1. Representacion del cambio volumétrico de los hidrogeles basados en VCL frente a

laT’

En el presente Capitulo se investiga el empleo de zeina metacrilada con GMA como bio-
macro-reticulante para producir hidrogeles termosensibles basados en poli(N-vinilcaprolactama)
(PVCL), con diferentes grados de entrecruzamiento. Los hidrogeles se caracterizaron
completamente en términos de su morfologia, respuesta térmica, grado de hinchamiento,
comportamiento reoldgico y mecdnico, y capacidad de carga y liberacién de un colorante.
Finalmente, se comparé el desempeio entre los hidrogeles basados en este bio-macro-

entrecruzante y los obtenidos con un reticulante de bajo peso molecular (en este caso, BIS).

3.2. TRABAJO EXPERIMENTAL

La descripcién detallada de los materiales, la especificacion de los equipos, y los métodos de
sintesis y caracterizacién empleados a lo largo del trabajo experimental de esta Tesis, se presenta
en el Anexo. Por esta razén, a continuacién, se hard referencia sélo a los aspectos del trabajo
experimental que se aplican especificamente a este Capitulo.

Para la sintesis de los hidrogeles, se utilizé la zeina metacrilada ZG-E70 (cuya sintesis y
caracterizacion se detall6 en el Capitulo 2) como bio-macro-entrecruzante, la cual presenta entre

3.4-3.9 grupos vinilicos adicionados por mol de proteina.
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3.2.1 Sintesis de hidrogeles de zeina-PVCL

Los hidrogeles basados en PVCL se sintetizaron mediante polimerizacién radicalaria en una
solucién alcohdlica como medio de reaccidn. Se disolvid zeina nativa (ZN) o funcionalizada (ZF)
en una solucién de etanol al 70% v/v, a temperatura ambiente. Luego, se adiciondé VCL
(mondémero), y AIBN como iniciador (1% en base al mondémero). Posteriormente se burbujed
nitrogeno durante 10 min, se colocaron en jeringas y se mantuvieron en estufa a 70 °C durante
una noche.

La Tabla 3.1 resume las formulaciones realizadas para la sintesis de los diferentes hidrogeles.
Los cédigos de los hidrogeles sintetizados contienen la informacién de su composicién mediante
la abreviatura "V", para el monémero VCL, "ZN o ZF" para zeina nativa o funcionalizada,
respectivamente, o "B" para BIS, y los subindices indican las concentraciones. Se sintetizaron
algunos hidrogeles de referencia: i) tres hidrogeles de PVCL con ZN como entrecruzante; y ii) un

hidrogel de PVCL con B como reticulante de bajo peso molecular.'4®

Tabla 3.1. Diferentes composiciones utilizadas para la sintesis de hidrogeles.

. VCL! Entrecruzante (% wbVCL)?
Reacciones
(%) ZN ZF BIS
V30Z N4 30 4 - -
V30ZF4 30 - 4 -
V30B4 30 - - 4
V40ZNs 40 6 - -
V40ZNio 40 10 - -
V4ZFs 40 - 6 -
VaZFs 40 - 8 -
VaZF1o 40 - 10 -
! Porcentaje en peso, basado en el solvente. > Porcentaje en peso, basado en
VCL (wbVCL)

3.2.2 Caracterizacion de los hidrogeles
Las morfologias de los hidrogeles se estudiaron mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM), utilizando un equipo Phenom World ProX. Todas las muestras de xerogel se hidrataron

hasta el equilibrio, se cortaron en discos de aproximadamente 2 mm de espesor y se liofilizaron.
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Las secciones transversales de las muestras liofilizadas hinchadas se observaron a diferentes
aumentos (380 x y 4400 x).

Los estudios reocinéticos de la formacion de gel se realizaron usando un reémetro Haake
(RheoStress RS80) equipado con geometria de cono y placa (dngulo de cono de 1 °, didmetro de
60 mm y espacio de 0.05 mm). Los experimentos se realizaron a una frecuencia y amplitud de
deformacién de 0.1 Hz y 0.1%, respectivamente. Para la determinacién del punto de gelificacidn,
se aplicé una rampa de temperatura de 40 a 70 °C con una velocidad de calentamiento de 2.25
°C/min y luego la temperatura se mantuvo constante durante 10 min adicionales.

Los hidrogeles hinchados en agua se ensayaron bajo compresién usando una madaquina
universal de ensayos (INSTRON 3344), equipada con una punta cilindrica plana de 10 mm de
didmetro, a 23 °C y 50% de humedad relativa.

Se analizé la descomposicion térmica mediante andlisis termogravimétrico (TGA), empleando
el equipo Q500 de TA Instruments. Para esto, 3 mg de las muestras de xerogel se sometieron a
un calentamiento desde 25 a 700 °C, con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, bajo
atmosfera de nitrégeno. Se adopto la temperatura maxima de descomposicion (Tqmax) como la
temperatura en la que se produce la mayor pérdida de peso, determinada como el maximo del
pico principal de la curva de la derivada de la pérdida de masa.

Larespuesta térmica de los hidrogeles se estudi6 siguiendo el hinchamiento de los mismos por
gravimetria, en un rango de temperatura de 20-50 °C. A cada temperatura, un disco de xerogel se
sumergié en agua ultrapura durante 15 min para alcanzar el equilibrio térmico. Luego, las
muestras se retiraron del medio, se secaron cuidadosamente con papel de filtro y se pesaron, antes
de volver a sumergirlas en agua (este procedimiento se realiz6 por duplicado). Para comparar la
respuesta térmica entre los hidrogeles, se definié el factor de hinchamiento por peso (@) de
acuerdo con la ecuacién 3.1, donde W(T) es el peso del hidrogel hinchado a cada temperatura, y
W (50°C) es el peso del hidrogel en estado colapsado (a 50 © C). La VPTT de los hidrogeles se

defini6é como la temperatura a la que @ = 50%.
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_ W(T) - W(50°C)
~ W(50°C)

x 100 [3.1]

Se estudi6 la degradacion de los hidrogeles en fluidos intestinales simulados (pH 6.8) con y
sin pancreatina (enzima) a tres temperaturas: 4, 25 y 37 °C. La pérdida de peso (%) de los
materiales se cuantific6 comparando el peso seco de xerogeles, antes y después de la inmersién
en el medio de degradacidn a lo largo del ensayo.

Ademas, se estudio la carga y la liberacién in vitro del hidrogel, utilizando azul de metileno
(MB) como modelo de compuestos hidrofilicos. Para la carga del hidrogel, se sumergié una
cantidad conocida de xerogel en 3 ml de una solucién de MB (66.2 mg/ml) durante 3 horas, a
temperatura ambiente. Luego, se separd de la solucién, se secé cuidadosamente con papel para
extraer el exceso de MB remanente en la superficie y se dejé secar durante 24 h a temperatura
ambiente para obtener el xerogel cargado. Los estudios de liberacién in vitro se realizaron
sumergiendo el xerogel cargado con MB en 3 ml de buffer PBS (pH 7.4) a 37 ° C, con agitacién
orbital. A intervalos de tiempo seleccionados, se recogié 1 ml de la solucién y se reemplazé por
PBS fresco. El MB liberado se cuantific6 mediante espectrofotometria UV/vis a 663 nm,
empleando una curva de calibracién para el MB. La masa de MB cargada (mg MB/ mg de xerogel)
se determind como la masa de liberacion total acumulada en el medio (100% de liberacién de
MB), mientras que los perfiles de liberacién se muestran como la fraccién de masa acumulada de
MB frente al tiempo.

Por tltimo, se evalud la velocidad de respuesta térmica del hidrogel (cinética de contraccién)
utilizando Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). Teniendo en cuenta que un hidrogel
polimérico necesita un tiempo para realizar el cambio volumétrico cuando es sometida a un
cambio de temperatura, la variacién observada en el VPTT con respecto a la velocidad de
calentamiento en experimentos de DSC a diferentes velocidades de calentamiento podria usarse
como informacién de su velocidad de respuesta térmica. Para esto, se realiz6 el andlisis por DSC
de hidrogeles hinchados con agua ultrapura, aplicando un barrido de temperatura entre 20-70 °C

con diferentes velocidades de calentamiento (0.5, 1, 3 y 5 °C/min). El valor minimo del pico
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endotérmico observado en el termograma de DSC se considerdé como la VPTT de la muestra.
Entonces, la cinética de contraccién se obtuvo a partir de la pendiente resultante del grafico de
VPTT en funcién de la velocidad de calentamiento, donde una pendiente baja significa que el
hidrogel presenta una alta velocidad de contraccién. Lo contrario indica que la velocidad de
contraccion es alta y el valor de VPTT es importantemente influenciado por la velocidad de
calentamiento. Los andlisis de DSC se llevaron a cabo en un instrumento TA (Q2000) en

atmosfera de N» y utilizando capsulas de aluminio T-Zero.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacioén, se presentan los resultados obtenidos de las diferentes estrategias de

modificacién de la zeina explorados.
3.3.1 Sintesis de los hidrogeles empleando zeina como bio-macro-entrecruzante

Punto de gelificacion

En una primera etapa se estudié la incorporacién de ZF como agente entrecruzante y su
comparacion con la ZN y BIS. En la Figura 3.2 se muestra la evolucién temporal de G'y G" para
los sistemas, V30ZNa4, V30ZFs y V30B4. Cuando se incorporé ZN (Figura 3.2a), el médulo G'
permanecio casi constante durante toda la reaccion (y por debajo de G"), lo que indica la ausencia
de un proceso de gelificacion y que la solucién de reaccién permanecié liquida. Por otro lado,
cuando se incorpord un 4% de ZF (Figura 3.2b), el médulo G' aument6 lentamente al llegar a los
70 °C, hasta aproximadamente 5 Pa, lo que indica que la elasticidad de la solucién de reaccion se
incremento significativamente. A pesar de que luego de alcanzados los 70 °C se observa un punto
gel (G' = G") como consecuencia del incremento del peso molecular de la PVCL debido a la
reticulacion con la ZF, el gel obtenido resulté demasiado blando y dificil de manipular a causa
del bajo grado de reticulacién alcanzado. Ademds, se observé una variacion en el color final de

la solucidn de reaccion donde se utilizé ZF (V30ZF.), la cual se torné transparente después de la
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reaccion, como evidencia de que la ZF se incorporé molecularmente con PVCL, mientras que la
muestra V3pZN4 permanecié con una coloracién amarilla intensa, tipica de la zeina (Figura 3.2d).

A diferencia de los experimentos con ZF, cuando se afiadié 4% wbv de BIS como reticulante
de bajo peso molecular (V3oB4), se detecté rapidamente la inversién de los médulos (G' > G"),
antes de alcanzar 70 °C, lo que indica la aparicion de la gelificacién, y por lo tanto que el material
se convirtidé en uno con comportamiento como sélido viscoelastico (Figura 3.2c). Es decir, al
utilizar la misma concentracién de reticulante (4%), con la BIS se alcanz6 un grado de reticulacion
superior, obteniéndose rdpidamente altos valores de G' (6700 Pa) en el mismo tiempo de reaccion,
en comparacién con ZF. Esto se debe principalmente a la gran diferencia en el peso molecular de
estos dos agentes entrecruzantes, ya que en estas condiciones la BIS estarfa proporcionando
7.2x102  moles de grupos vinilicoss/mol de VCL, mientras que ZF apenas
9.7x10* moles de grupos vinilicos/mol de VCL. Ademds, la BIS es una molécula pequefia que

puede difundirse facilmente y, por lo tanto, podria esperarse una reaccién m4s ripida.

a AG 2G" «T(°Q) b AG " oT(°C
) 100000,00 80 ) 100000,00 J G e
10000,00 VJOZN4 o ste seee e 70 e 10000,00 4 VJOZF4 . sss soss o 70
L] _LJ - .o —
o 1000,00 o 60 = = 100000 | e 60 O
a 100,00 . 50 2 = ” L50 =
= S 2 & 100,00 = g
&) 10,00 + # 40 g .* 0 =
. 2 .o 10,00 4 g
& 1,00 30 g i) A AL A U -3
Ly 1,00 9 5
0,10 k3 i Ak 20 B w3 ' 20 2
AA A Al Agd &go
om ¢ May YT Nm 10 0.10 ¢ AMEa L aa ! 10
0,00 : ’ — 0 0,01 - f ‘ 0
0 10 20 0 10 ) 20
tiempo [min] tiempo [min]
c) d)
AG aG" T (PO
100000,00 + 80
| )
1000000 + V4B, ot ....::::: 7 _
= 100000 o at ol
- * A &
s o 50 g
100,00 - & El
© o* - 40 B
= 10,00 - 5
] 30 g—
1,00 + 20 &
0,10 -
A“ vy Adaa raa 10
ool +——F -+ e}~ LB
0 10 20

tiempo [min]

Figura 3.2. Evolucion temporal de G'y G", para las reacciones con diferentes entrecruzantes:
V30ZNy(a), V30ZF4 (b) y V3B (¢); y fotografias de las soluciones V3oZNy'y VsoZF4 después de la

reaccion (d).
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En una segunda etapa, se sintetizaron hidrogeles incrementando la concentracién de VCL de
30 a 40%, con diferentes concentraciones de ZF (V4ZFs, V4oZFs y V4ZFio de la Tabla 3.1). Al
igual que en el caso anterior, la presencia de ZF cambid el color de una solucién amarillenta (antes
de la polimerizacién) a un hidrogel transparente y de color pdlido (después de la reaccion), lo que
indica que la zeina se incorporé molecularmente en la red de PVCL (Figura 3.3a). Cabe destacar
que el uso de ZF como macro-reticulador, en estas condiciones permitié obtener hidrogeles con

consistencia equivalente a la producida con BIS (Figura 3.2b).

b
a) VaoZFyo ) V3084 V4oZFio
Solucién Inicial Hidrogel Final 3
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‘é",_' SBIg B B
Xerogel

Figura 3.3. Fotos de la solucion V4ZF o antes y después de la reaccion (a) y del hidrogel y

xerogel VsoBsy VioZFio (b).

Los ensayos reocinéticos de las mezclas de reaccién V4oZFs, VaoZFg y V4oZF10 se muestran en
la Figura 3.4a-c. Como se puede observar, los tres se convirtieron en materiales con
comportamiento de sélidos viscoeldsticos, alcanzando un G' superior a G" antes de la temperatura
de reaccién (aproximadamente a los 67 °C), lo cual confirma que la gelificacion se produjo
exitosamente.

La Figura 3.4d muestra que al incrementar el contenido de ZF de 6 a 10%, los geles presentaron
un incremento en el valor de G' (354, 765 y 1080 Pa para los geles V40ZFs, VaoZFs y V4ZFo,
respectivamente), indicando una mayor rigidez de la estructura de la red, debido al aumento en el

grado de reticulacion. Estos resultados concuerdan con los reportados por Jin et al.'®, donde se
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demostré que la magnitud de G' estd directamente relacionada con el nimero de unidades de
reticulacién.

Por otro lado, se prob¢ sintetizar un hidrogel con ZN en estas mismas condiciones, es decir
con un 40% de VCL y con 6 y 10 % de zeina, V4ZNs y V4ZNo respectivamente. Como era
esperado, y en contraste con los resultados obtenidos para la ZF, la polimerizacion en presencia
de la ZN (no polimerizable) no mostré gelificacién durante el proceso. En la Figura 3.5 se
demuestra por imagen, para el caso V4ZNjo, como luego de la polimerizacién la solucién de

reaccion permanecio liquida.
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Figura 3.4. Evolucion temporal de G'y G" durante la obtencion de V4ZFs (a), VaoZFs (b), VaoZF 10
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(¢) y la comparacion del modulo G' de los hidrogeles luego de la geleficacion (d).

Figura 3.5. Fotografia del producto de reaccion, empleando zeina nativa como agente

entrecruzante (V4ZNjo).
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Morfologia de los hidrogeles

La morfologia de los hidrogeles es un factor clave, ya que el tamafio, el volumen y la estructura
de los poros controlan la hinchazén, las propiedades mecdnicas, la respuesta térmica y el
comportamiento de liberacion del farmaco.'!

La Figura 3.6 muestra las microestructuras internas de los hidrogeles liofilizados, con sus
respectivas distribuciones de tamafio de poro. Los andlisis estadisticos del tamafio de poro
mostraron que el hidrogel V4ZFs presenta el valor de tamafio de poro promedio mas alto (45 pm)
con una distribucién mas amplia (entre 20-140 pm) debido a su bajo grado de reticulacion. En
contraste a esto, los hidrogeles V40ZFg y V4ZF,o presentaron redes poliméricas mds densas, con
una microestructura mas uniforme, ordenada, y menor tamafio medio de poro (cercano a 15.5y
12.1 pum, respectivamente). Aunque ambos hidrogeles tienen un tamafio de poro similar, los

histogramas de V40ZFo mostraron una tendencia hacia valores mis pequefios.
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Figura 3.6. Imdgenes de SEM 380x (imagen insertada 4400%x) del corte de los hidrogeles

V40ZFs (a), VaoZFs (b), y VaoZF 1o (c) con sus respectivas distribuciones de tamario.
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Propiedades mecdnicas

Las propiedades mecanicas de los hidrogeles estan fuertemente relacionadas con su estructura
molecular y densidad de reticulacién. Los resultados reocinéticos mostrados en la Figura 3.4
demuestran que los hidrogeles basados en zeina se comportan como materiales de tipo sélido con
un médulo eldstico predominante. Estas observaciones se limitan a pequeias deformaciones
(0.1%). Para proporcionar una vision mds profunda de las respuestas a la deformacién de estos
hidrogeles, se investigd la compresién axial a una deformacién del 25%. Suponiendo a los
hidrogeles incompresibles (es decir, su volumen permanece constante durante la prueba), una
deformacion por compresion del 25% representa una expansién en su didmetro de alrededor
del 77%.

Los hidrogeles de PVCL basados en ZF presentaron un comportamiento eldstico, es decir, son
capaces de resistir grandes deformaciones y recuperar inmediatamente su forma inicial después
de la remocién de la carga, manteniendo una evolucién no lineal del esfuerzo de compresion
versus deformacién (Figura 3.7). Los hidrogeles sintetizados con diferentes concentraciones de
ZF respondieron eldsticamente a la deformacién por compresion sin fallar, lo que indica que
tienen una buena resistencia mecdnica. Ademds, se pudo observar una fuerte influencia del
contenido de ZF sobre la resistencia a la compresién de los hidrogeles. Los hidrogeles con
concentraciones de zefna mds altas (VioZFs y V40ZF10) exhibieron mayores resistencias a la
deformacién, con curvas de tensién-deformacién de compresidon similares y superior a las
observadas para V4ZFs. Este resultado podria ser consecuencia de que los hidrogeles con mayor
contenido de ZF tienen estructuras similares (Figura 3.6), indicando que su resistencia mecénica
estd relacionada con la densidad de la red.

Estos resultados estdn de acuerdo con los reportados por Cao et al.'>*

, quienes observaron que
los hidrogeles de poliacrilamida/quitosano modificado resultaron ser extremadamente resistentes,

como resultado de que la tension aplicada podria distribuirse en la microestructura de la red y que

éste estd fuertemente relacionado al tipo de entrecruzante utilizado. Como es sabido, existen dos

80



Capitulo 3: Utilizacién de la zeina metacrilada como macro-entrecruzante, en la sintesis de hidrogeles de

tipos principales de geles, fisicos y quimicos. Los geles fisicos estin formados por redes
tridimensionales reversibles que se crean por enlaces iénicos, fuerzas de tipo Van der Waals y/o
interacciones polares o estéricas; mientras que, por el contrario, los geles quimicos son redes
estables formadas por enlaces covalentes.'”*!5* En este sentido, la utilizacién de un
macro-entrecruzante como la ZF, podria proporcionar hidrogeles donde las interacciones
quimicas y fisicas ZF-ZF y ZF-PVCL dentro del gel quimico ayudan a una mejor distribucion de

las tensiones en su microestructura de red, mejorando su resistencia mecanica.

8
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Figura 3.7. Curvas de esfuerzo de compresion para hidrogeles con diferentes concentraciones
de ZF. Los primeros puntos de deformacion no se muestran debido a que las fuerzas registradas

estaban por debajo de la sensibilidad del sensor de la celda de carga.

Dichas interacciones fisicas entre PVCL y zeina, pueden confirmarse a partir del estudio de la
viscosidad dindmica (1) de una solucién de PVCL lineal pura y con el agregado de 2 cantidades
diferentes de zeina nativa. Todas las soluciones tienen un contenido de s6lidos constante e igual
a 20%. De esta manera como se puede observar en la Figura 3.8, las 3 soluciones muestran un
comportamiento pseudopldstico, donde la viscosidad disminuye al aumentar la frecuencia, sin
embargo, al incorporar un 10 y 20% wbVCL de zeina (PVCL-ZN10 y PVCL-ZN20,
respectivamente) se produce un incremento en la ' de la solucién, la cual a su vez aumenta al
aumentar la concentracidn de proteina. Teniendo en cuenta que las tres mediciones se realizaron

a la misma temperatura y contenido de sélidos, y que se pueden descartar interacciones covalentes
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entre ZN y PVCL, el aumento de la n' podria estar asociado a las interacciones secundarias
(hidrofébicas, electrostaticas, interacciones de Van der Waals, entrelazamientos moleculares,
entre otros) existentes entre ZN y PVCL, ya que es conocido que las interacciones

macromoleculares pueden reducir o incrementar la movilidad molecular y por tanto modificar la

resistencia al flujo, controlando asi la 1’ de las soluciones poliméricas.'>
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Figura 3.8. Viscosidad dindmica de una solucion de PVCL lineal, y su mezcla fisica con

diferentes cantidades de zeina nativa.

Anadlisis termogravimétrico

La Figura 3.9 muestra los termogramas derivados de TGA obtenidos para los xerogeles
basados en ZF, junto a los termogramas del xerogel V3oB4 y la ZF pura. Como se puede observar,
el xerogel sin zefna (V30B4) presenta una Tamsx cercana a los 434 °C, correspondiente a la
descomposicién de las cadenas de PVCL.'*® Mientras que los tres xerogeles sintetizados con zeina
metacrilada (V4ZFs, V40ZFs y V40ZF10) exhibieron dos picos de degradacion, el primero a 325 °C
con una fraccién de peso perdido baja, que revela la presencia de zeina en la estructura del
hidrogel, y una segunda temperatura de degradacién térmica con la mayor fraccién de pérdida de

peso (Tamax a 434 °C), correspondiente a la degradacién de la fase PVCL.
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Figura 3.9. Curvas de la derivada de la pérdida de peso de los xerogeles basados en zeina

(V4()ZF6 , V4oZF8, V4()ZF10), el xerogel sin zel’na (V3()B4) y la ZF.

Respuesta térmica de los hidrogeles

La respuesta térmica de los hidrogeles estd relacionada con la capacidad del material para
incorporar y proteger una determinada molécula de carga y luego entregarla mediante una
liberacién controlada térmicamente. Como es sabido, la PVCL lineal presenta un comportamiento
de respuesta térmica de tipo I, donde la temperatura critica depende del peso molecular del
polimero.'*” Esta respuesta térmica se mantiene en los hidrogeles basados en PVCL y debido a la
distribucién de peso molecular entre los puntos de reticulacidn presentan un cambio de volumen
reversible entre 31 y 38 °C (temperaturas de transicidon), cercanas a la temperatura
fisiolégica.'*!¢ La incorporacion de zeina metacrilada como macro-entrecruzante de base
bioldgica en la estructura del hidrogel de PVCL no afect6 su respuesta térmica, ya que todos los
hidrogeles mostraron un cambio en el grado de hinchamiento con la temperatura y un valor de
VPTT cercano a 32 °C (Figura 3.10). Los hidrogeles basados en zeina (V4ZFs, V40ZFsy V4ZF10)
mostraron una notable capacidad de hinchamiento (indicado por el factor de hinchamiento en
peso, @, definido por la ecuacion 3.1). Los hidrogeles mostraron su mayor capacidad de
hinchamiento por debajo de su VPTT, que disminuyé a medida que aumentaba el contenido de

zeina metacrilada. Esto se debe a que un incremento en la densidad de reticulacién de la matriz
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reduce la capacidad de hinchamiento del hidrogel. Ademas, el aumento del contenido de ZF
aumento el contenido del cardcter hidr6fobo del material final, lo que también podria afectar la
capacidad de absorcién de agua de la matriz. La mayor diferencia se alcanzé a temperatura
ambiente (25°C), donde los valores de @ registrados para V4ZFs, V4ZFz y V4ZF 0, fueron 957,

658 y 460 %, respectivamente.

1000
Q
© Va0ZFe
800 1 A— V40ZFg
& T —&— V40ZF10
600 - L
3
8 400 -
200 -
0oL, : : i,y
25 30 35 40 45 50

Temperatura [°C]
Figura 3.10. Factor de hinchamiento (@) en funcion de la temperatura para hidrogeles con

diferente contenido de zeina metacrilada como macro-entrecruzante.

Degradacion enzimadtica de los hidrogeles

La degradacién del hidrogel con mayor contenido de zeina (V4ZF1o) se evalu6 a diferentes
temperaturas (4, 25 y 37 °C) en soluciones conocidas como fluido intestinal simulado (pH 6.8)
con y sin pancreatina (enzimas). Como puede verse en la Figura 3.11, la degradacién del hidrogel
aumenté significativamente por la presencia de enzimas, evidenciando que la zeina
funcionalizada es una parte esencial de la matriz de hidrogel, como agente macro-reticulante. Si
bien los hidrogeles mostraron una degradacion en ausencia de pancreatina, esta resulté lenta y en
ningtn caso super6 el 30% del peso perdido después de 4 dias (pudiendo deberse al ataque
microbiano sobre la proteina), la presencia de enzimas promovié una degradacién mads ripida.
Ademads, a temperaturas por debajo de la VPTT del hidrogel (32 °C), es decir, a 4 y 25°C los
hidrogeles se encuentran mds hinchados, por lo que se promueve la degradacién de la zeina

alcanzando la desintegracién completa del hidrogel. Por lo contrario, a 37 °C, la degradacién es
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mas lenta debido al colapso del hidrogel, alcanzando bajos valores de degradacién incluso en
presencia de enzimas. En la Figura 3.11 se agregaron las imdgenes de hidrogel (al comienzo del

experimento y después de 4 dias de degradacién), ensayados a 4 °C.

437 °C - Sin enzimas £A37 °C - Con enzimas
25 °C - Sin enzimas 25 °C - Con enzimas
M 4 °C - Sin enzimas [ 4 °C - Con enzimas

100
90

Peso perdido [%)]

0 0.5 1 1.5 2 2,5 3 3,5 4

tiempo [dias]

Figura 3.11. Degradacion del ViZFo en fluido intestinal simulado (pH 6.8) con y sin

pancreatina, 4, 25y 37 °C.

Hidrogeles como plataformas de liberacion controlada

Se eligi6 MB como un modelo de farmaco hidrofilico para analizar la eficiencia de carga y
liberacion de los hidrogeles de zeina-PVCL. Se encontré que la eficiencia de carga disminuy6
con el aumento del contenido de ZF, lo que resultd en una carga inicial de 0.46, 0.28 y 0.22 mg
MB/mg para V4ZFs, VaZFs, ViZFi, respectivamente. Estos resultados pueden estar
relacionados con la reduccién de la capacidad de hinchamiento a medida que aumenta el
contenido de ZF (Figura 3.12), ya que la carga del MB se realizé a temperatura ambiente (25 °C).

La Figura 3.12 muestra los perfiles de liberaciéon de MB para los tres sistemas investigados.
Como se puede observar, ninguna de las curvas presentd al comienzo una liberacién instantanea,
debido a las condiciones en las que se realiz6 el experimento, ya que generalmente este efecto
estd relacionado con la liberacion del farmaco adsorbido sobre la superficie del gel.!*® Los perfiles

de liberacién para V4ZFs y Vi0ZFs fueron similares a pesar de sus diferencias estructurales,
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mientras que V40ZFo mostré una liberacién de MB mads lenta. En el caso de V40ZFo la mayor
concentracién de ZF gener6 un hidrogel con mayor densidad de reticulacién (como se mostré en
la Figura 3.6), donde el MB (una molécula pequefia) podria ser retenido por la red polimérica con
una ruta de difusiéon mas tortuosa, retardando la elucién del firmaco y por consiguiente su
liberacién al medio. Otro factor que podria explicar la lenta liberacién de MB, podrian ser las
interacciones que probablemente ocurren entre la molécula de carga y la ZF. En la literatura se ha
reportado que el MB es capaz de formar interacciones electrostaticas con matrices de hidrogel
que contienen grupos carboxilicos.!>*!% Si bien la zeina contiene este grupo funcional a lo largo
de su estructura pudiendo darse esta interaccidén, presenta una mayor cantidad de grupos
hidré6fobos en su estructura, por lo que también se esperaria que las interacciones hidréfobas con
el MB fueran predominantes.'¢! Esta hipdtesis podria apoyarse con el hecho de que el hidrogel

con mayor cantidad de zeina (V40Zio) presento la cinética de liberaciéon mas lenta.
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Figura 3.12. Perfil de liberacion acumulada de MB para hidrogeles VioZFs, V4oZFsy V4oZF 1.

3.3.2 Comparacion del desempeiio de los hidrogeles sintetizados con ZF como bio-

macro-entrecruzante, respecto a un reticulante de bajo peso molecular

Dado que la zeina metacrilada mostré un excelente desempefio como bio-macro-reticulante,
en la siguiente seccién de este Capitulo se compara con un reticulante tradicional de bajo peso
molecular como la BIS. Para lograr obtener materiales comparables entre si, se intentd la sintesis

de hidrogeles con BIS que presenten el mismo grado de reticulacién que los hidrogeles obtenidos
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con ZF. Para ello, se llevaron a cabo dos polimerizaciones de VCL con BIS, donde el contenido
de grupos vinilicos (respecto al contenido de VCL) aportados por la BIS sean iguales a los
aportados por la ZF en los experimentos V4ZFs y VioZF o, respectivamente. Estos materiales se
identificaron como V4oBoos ¥y VaioBo.i3, con un contenido de BIS de 0.08 y 0.13% wbv,
respectivamente.

Como se puede observar en la Figura 3.13, en ninguno de estos dos casos se produce la
gelificacion, lo que indica que el grado de reticulacion alcanzado con estas concentraciones de
grupos vinilicos no fue suficiente para producir una red polimérica lo suficientemente fuerte como
para convertirse en un material estructurado (es decir, un gel). Por lo tanto, este resultado estaria
indicando que el macro-entrecruzante de zeina metacrilada contribuye a la estructura de la red por
2 mecanismos. Es decir, ademdas de los entrecruzamientos covalentes producidos por la
polimerizacion de los grupos metacrilicos colgantes de la ZF, también el macro-entrecruzante
contribuye con los entrelazamientos fisicos e interacciones secundarias, como los enlaces H o

interacciones hidrofébicas a la estructura de la red (Figura 3.14).

Figura 3.13. Fotos de las mezclas de reaccion VioBy (a), VioBo.os (b) y VaoBo.i3 (¢), después de

la polimerizacion.
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PVCL ™A/

Enlaces covalentes 5¢
(entre ZF y PVCL)

Grupos funcionales @

Zeina metacrilada W"
e

Figura 3.14. Representacion esquemdtica de los hidrogeles basados en ZF como

macro-entrecruzante, donde ademds de los enlaces covalentes PVCL-ZF, podria haber presencia

de entrelazamientos fisicos e interacciones secundarias PVCL-ZF o ZF-ZF.

En base a los resultados anteriores, en esta seccidon se presenta una comparacién entre los
hidrogeles V40ZFs y V30B4. Aunque la naturaleza de ambos reticulantes es muy diferente y, por
tanto, la comparacién de los hidrogeles es dificil, se encontraron algunas similitudes en sus
desempefios. La Figura 3.15 resume las principales propiedades de los hidrogeles V40ZFsy V30By4,
incluida la morfologia, la liberacién de MB, la respuesta térmica, la cinética de contraccién y las
propiedades mecdnicas. Como se muestra en la Figura 3.15a, el hidrogel V3oB4 presenta una
estructura mas densa y uniforme, con un tamafio de poro mas pequefio (8.6 pm), atribuido al alto
grado de reticulacion, en comparacion con el hidrogel V40ZF¢ (45.5 um). Como consecuencia de
estas diferencias estructurales, la matriz de hidrogel basada en ZF se puede expandir ficilmente,
promoviendo tanto el hinchamiento como el colapso del hidrogel. Aunque ambos hidrogeles
muestran VPTT cercano a 33 °C, el hidrogel V4ZFs presenta una mayor capacidad de absorcién
de agua que el V3B4 a temperatura ambiente (Figura 3.15b). El hidrogel V4ZFs mostré una
mayor diferencia entre los estados hinchado (25°C) y colapsado (55°C), con un valor del factor

de hinchamiento en peso de 957 %, en contraste con el hidrogel V3iB4 que apenas alcanzé un
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valor de 333%. Ademas, la velocidad de respuesta térmica o cinética de contracciéon de ambos
hidrogeles hidratados se evalué mediante DSC a diferentes velocidades de calentamiento (0.5, 1,
3y 5 °C/min) desde 20 °C hasta 70 °C. Los termogramas obtenidos en cada medicién se muestran
en la Figura 3.16, donde se puede observar como el VPTT se desplaza a valores mds altos de
temperatura al incrementar la velocidad de calentamiento. La aparicién de este pico endotérmico
durante la transicién de fase volumétrica de las redes, se debe a la ruptura de los puentes de
hidrégeno formados entre la PVCL y el agua atrapada en la matriz del hidrogel.'> Empleando
DSC, se obtuvieron las graficas de VPTT en funcién de la velocidad de calentamiento (Figura
3.15c y Figura 3.16), que permitieron observar que V3oBs presenta una menor sensibilidad
térmica, con un valor de pendiente de 1.19 min, respecto a los 0.83 min para V40ZFs. Estos
resultados sugieren que V4ZFs muestra una respuesta a los cambios de temperatura més rapida

que V30B4, lo que podria estar asociado con las diferencias estructurales entre ambos hidrogeles.
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Figura 3.15. Desempeiio de los hidrogeles de PVCL con ZF como macro-entrecruzante de base

biologica (VuZFs) y BIS como reticulante de bajo peso molecular (V3Ba).
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Figura 3.16. Termogramas de DSC obtenidos al aplicar diferentes velocidades de calentamiento

(0.5, 1, 3y 5 °C/min), para los hidrogeles ViZFsy V3Ba.

La Figura 3.15d muestra los perfiles de liberaciéon de MB para ambos sistemas a 37 °C.
Contrario a los esperado, ambos hidrogeles mostraron un comportamiento similar tanto en la
eficiencia de carga del fairmaco (0.47 mg MB/mg para V4ZFs y 0.46 mg MB mg para V3,B4)
como en el perfil de liberacién de MB, a pesar de la notable diferencia que existe en su capacidad
de hinchamiento. Una posible explicacién de este comportamiento podria ser que las interacciones
hidr6fobas de MB con los diferentes grupos hidréfobos presentes en los aminoacidos que
conforman la estructura de la zeina, retardan la elucién del farmaco y por lo tanto, su liberacién
al medio.

Por otro lado, la contribucién de las interacciones fisicas ZF-ZF y ZF-PVCL (diferentes a los
enlaces covalentes), también se observa en las propiedades mecédnicas de los hidrogeles de ZF-
VCL. Como se puede ver en las Figuras 3.15e, ambos hidrogeles presentan curvas de compresion
similares; sin embargo, bajo las condiciones ensayadas, el hidrogel sintetizado con el reticulante
de bajo peso molecular (V3B.) falla antes de alcanzar el 25% de deformacién (Figura 3.15f), en
contraste con el hidrogel V4ZFs, que se deforma eldsticamente sin dafios estructurales y
recuperando sus dimensiones iniciales una vez suprimido el esfuerzo de compresién. Las

interacciones no covalentes reversibles (como los entrelazamientos fisicos, puente H,

60
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interacciones electrostaticas o hidrofébicas) presentada en hidrogeles con macro-entrecruzante a
base de zeina pueden contribuir dindmicamente absorbiendo y distribuyendo la energia de

deformacién, mejorando su resistencia mecénica.!'s?

3.4. CONCLUSIONES

La zefna metacrilada obtenida por funcionalizaciéon con GMA resulté ser un producto con
caracteristicas que permiten su incorporacion en la sintesis de diferentes materiales, como films
de proteina pura curados por UV, y compuestos hibridos como los hidrogeles ZF-PVCL.

En una primera etapa se demostré6 que fue posible obtener hidrogeles basados en zeina
metacrilada como macro-entrecruzante y se encontraron las mejores condiciones para la
obtencién de los hidrogeles, descartando la posibilidad de sintetizar geles a partir de zeina nativa.
Es importante destacar que el uso de ZF como bio-macro-entrecruzante no afectd la respuesta
térmica de los hidrogeles de PVCL, presentando temperaturas de transicién cercanas a la
temperatura fisiolégica (32 °C), lo cual hace de este un material interesante para su aplicacion
biomédica.

Ademads, con el incremento del contenido de ZF se obtuvieron hidrogeles que presentaron
diferentes morfologias internas, variando tanto el tamafio, distribucion y estructura de los poros.
De esta manera, se puede obtener un hidrogel de bajo grado de entrecruzamiento con una
morfologia irregular y un tamafio medio de poro de 45 um para V4ZF, o un hidrogel de estructura
interna compacta y homogénea con un tamafio medio de poro de 12 um para ViZFio. Esta
diferencia en la morfologia interna, le otorga al material diferentes propiedades; asi por ejemplo
incrementando el grado de entrecruzamiento (incorporando més zeina, como en V4ZFio) se
obtiene un hidrogel m4s resistente a la deformacién y con un perfil de liberacién de MB mads lento
y controlado, que los hidrogeles con menor contenido de zeina.

Por dltimo, se demostré los beneficios del empleo de macro-reticulantes basados en zeina

metacrilada. Bajo las mimas condiciones (14.5x10* moles de grupos vinilicos aportados por el
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agente entrecruzante por mol de VCL) el uso de ZF permiti6 sintetizar un hidrogel; mientras que
con un entrecruzante de baja masa molar, la cantidad de interacciones covalentes no fue suficiente
para formar una red estructural que dé lugar a un gel. Esto demuestra la importancia de las
interacciones secundarias (no covalentes) que se generan entre la ZF-PVCL y ZF-ZF a través de
los multiples grupos quimicos presentes en la estructura natural de la proteina. Ademads, el uso de
un macro-entrecruzante como la ZF, mejora ampliamente el grado de hinchamiento alcanzado y
la resistencia mecdnica del hidrogel, a la vez que incrementa la velocidad de respuesta térmica
(cinética de contraccién) del material.

El desempeiio distinguido mostrado por los hidrogeles a base de zeina metacrilada aqui
sintetizados, los convierte en un material prometedor para la administracién oral de elementos

dietéticos, donde su carga estd protegida de la posible degradacién hasta su liberacién.
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CAPiTU’LO 4 INCORPQRACI()N DE MON(’)MERps BIODERIVADOS
EN LA SINTESIS DE LATEX BASADOS EN CASEINAY

4.1. INTRODUCCION

Las crecientes preocupaciones por la salud y el medio ambiente dentro de la industria de los
polimeros han obligado a los sectores académico e industrial a cambiar hacia sistemas mds
sustentables, ecolégicos y energéticamente eficientes.! Si bien los procesos a base de agua, como
la polimerizacién en emulsién, permiten producir materiales poliméricos con baja emisién de
solventes, para reducir la huella de carbono de los productos poliméricos, ain sigue siendo
necesario reemplazar las materias primas derivadas del petréleo por reactivos de base
natural,>*164

En este contexto, la sintesis de materiales hibridos a base de proteinas, como caseina, zeina, y
colageno, brindan varias ventajas como excelente biodegradabilidad y baja toxicidad, y en
ocasiones se pueden obtener como subproducto de otras industrias, lo que favorece la economia
circular."** Ademads, debido a la presencia de diferentes aminodcidos en la estructura de las
proteinas, que presentan diferentes grupos funcionales como -NHs, -NH,, -SH y -COOH, las
proteinas son facilmente modificadas quimicamente, para mejorar sus propiedades u obtener un
“bloque de construccion” reactivo.! =112

Mis especificamente, la caseina (proteina de la leche), ha sido ampliamente estudiada para la
obtencién de recubrimientos a base de agua, mediante la sintesis de particulas hibridas
acrilicas/caseina. Para ello, se ha combinado caseina nativa (CN) con diferentes mondmeros

acrilicos derivados del petréleo, como 4cido acrilico, metacrilato de metilo y acrilato de

butilo.?**%1%5 La presencia de lisina en la estructura de la caseina, le otorga a la misma grupos

4 Los resultados presentados en este capitulo fueron obtenidos en el marco de una estancia de
investigacion en el instituto POLYMAT de la Universidad del Pais Vasco (San Sebastidn, Espafia)
y en colaboracién con el Prof. Jose Ramon Leiza. Los resultados presentados en este capitulo
fueron publicados en Allasia et al., Progress in Organic Coatings (2022)
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amino, a través de los cuales es posible su modificacién quimica de manera sencilla, posibilitando
la incorporacién de enlaces vinilicos. La metacrilacién de la caseina ha permitido obtener una
proteina que actiia como un emulsificante (debido a su cardcter anfifilico) y que es capaz de
polimerizar radicalariamente (comportandose como un surfmer). Debido a esto, es posible
sintetizar latex hibridos libres de emulsificantes convencionales, y que posean una alta
compatibilizacion entre las fases acrilica y proteica, las que permanecen unidas covalentemente.*’
En este contexto, la caseina funcionalizada (CF) le proporciona ventajas al polimero hibrido,
como buenas propiedades mecdnicas, dureza y biodegradabilidad parcial, aunque la resistencia al
agua de estos materiales sigue siendo una limitacidn para su aplicacién como recubrimiento. En
consecuencia, el contenido éptimo de proteina resulta bajo en comparacién con el contenido de
acrilico, alcanzando valores entre 20-33% de biomaterial en el polimero final.*** Por lo tanto,
una alternativa prometedora para aumentar el contenido de biomateriales, seria el uso de
mondmeros provenientes de fuentes renovables o mondmeros bioderivados.

Si bien en la tltima década la mayoria de los mondmeros de base natural se han utilizado para
producir polimeros termoendurecibles (poliepéxidos o poliuretanos) o termoplasticos (poliésteres
o poliamidas), donde su principal método de reaccién se basaba en la polimerizacién en masa o

en solucién,!>!96167

en la actualidad existen nuevos mondmeros biobasados, disefiados para
polimerizar radicalariamente en medio disperso acuoso (suspensién, emulsién 'y
miniemulsion).!>!% En este sentido, los monémeros bioderivados mas empleados, se obtienen a
través de la acrilacion o metacrilacion de aceites vegetales (como aceite de ricino, de soja, de
oliva), dcidos grasos (4cido oleico, linoleico, erdcico, etc), resina de pino (metacrilato de
isobornilo) o glucosa (monometacrilato de isosorbida), entre otros. Estos monémeros se han
propuesto como alternativa para reemplazar los mondémeros a base de petrdleo, tales como el
estireno, ésteres de 4cido (met)acrilico (por ejemplo, acrilato de 2-etilhexilo, acrilato de butilo,
metacrilato de metilo), en la sintesis de recubrimientos (recubrimientos de interior, acabados en

12,84,85,93,164,168,172,173

madera) y adhesivos sensibles a la presion. Ademads, en la literatura existen
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multiples mondmeros bioderivados reportados, empleados en el desarrollo de materiales
biomédicos.”*81174

En el presente Capitulo se estudié la sintesis de latex hibridos basados en caseina
funcionalizada, mediante una polimerizacién en emulsién batch, incrementando el contenido final
de materiales de origen natural, al sustituir los monémeros obtenidos del petréleo por monémeros
bioderivados. De esta manera, se investigd la sustitucién del metacrilato de metilo (MMA) y
del acrilato de n-butilo (BA), empleando dos monémeros biobasados, el metacrilato de isobornilo
(IBOMA) y el acrilato de 2-octilo (OA), derivados de la resina de pino y del aceite de ricino,
respectivamente.” En la Tabla 4.1 se resumen las caracteristicas principales de los 4 monémeros
empleados. En funcidén de ellas, la sustitucion se llevé a cabo de acuerdo a la similitud de las Tg
de los homopolimeros, de manera que para reemplazar el BA se empled OA, y para sustituir el
MMA se utilizé el IBOMA. Los latex hibridos basados en caseina se sintetizaron empleando

diferentes mezclas de estos mondmeros persiguiendo maximizar el contenido final de biomaterial.

Tabla 4.1. Comparacion de los monomeros convencionales y de los monomeros derivados de
[fuentes naturales.

, . Monoémeros derivados de fuentes
Monoémeros convencionales

naturales
Nombre metacrilato de metilo (MMA) metacrilato de isobornilo

(IBOMA)
Origen petréleo resina de pino
Fraccién natural 0% 71 %

(o]

Estructura molecular \(,)KK [%)\OJ\’(
Peso molecular 100.1 g/mol 222.3 g/mol
Tg del homopolimero 105 °C 150 °C

Solubilidad en agua 1.53 x 10" mol/L (25 °C) 2.45 x 10 mol/L (20 °C)
Nombre acrilato de n-butilo acrilato de 2-octilo

(BA) (OA)
Origen petréleo aceite de ricino
Fraccién natural 0 % 73 %

o [0

Estructura molecular /\/\O)Y \/\/\)\(,)Y
Peso molecular 128.17 g/mol 194.3 g/mol
Tg del homopolimero -54 °C -44 °C

Solubilidad en agua

1.09 x 102 mol/L (20°C)

5.15 x 10 mol/L (20 °C)
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Se evalu6 el efecto de la formulacién de mondmeros sobre la cinética de polimerizacién y el
mecanismo de nucleacién de particulas, y sobre las propiedades mas relevantes de las peliculas

formadas, como la resistencia al agua, la biodegradabilidad y las propiedades mecénicas.

4.2. TRABAJO EXPERIMENTAL

La descripcién detallada de los materiales, la especificacion de los equipos, y los métodos de
sintesis y caracterizacién empleados a lo largo del trabajo experimental de esta Tesis, se presenta
en el Anexo. Por esta razon, a continuacion, se hard referencia sélo a los aspectos del trabajo
experimental que se aplican especificamente a este capitulo.

Debido a que estos mondémeros tienen caracteristicas y solubilidades en las fases diferentes a
los convencionalmente empleados (MMA y BA), se comenzd este trabajo con una primera etapa
donde se estudio la sintesis de latex hibridos incorporando tinicamente los monémeros biobasados
y empleando casefna nativa (CN) o funcionalizada (CF) como emulsificante. Se evalud la
conversion y el mecanismo de nucleacién, durante la polimerizacién en emulsién. En una etapa
posterior, se estudid la sintesis de ldtex hibridos obtenidos con diferentes mezclas de OA,
IBOMA, BA y MMA, con el propdsito de maximizar la fraccién de origen natural en el latex
final, a elevadas velocidades de reaccién y conversiones finales. Finalmente, se caracterizaron los
principales materiales obtenidos.

Los codigos de los latex presentados, contienen la informacién de su composicién mediante
las abreviaciones empleadas para cada monémero (OA, IBOMA, BAy MMA)y “CN o CF”, para
indicar caseina nativa o funcionalizada, respectivamente. Por ejemplo, CN-OA/IBOMA se refiere

a un latex basado en caseina nativa y que contiene ambos mondmeros bioderivados.

4.2.1. Sintesis de latex hibridos acrilico/proteinas
Los latex hibridos se sintetizaron por polimerizacién en emulsion batch, incorporando un 25%

wbm (peso respecto a los mondmeros) de caseina metacrilada, obtenida previamente de acuerdo
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a la técnica mencionada en la seccién 1.2.1 del Capitulo 1 de esta Tesis,*® excepto para el latex
CN-OA/IBOMA para el cual se utilizé caseina nativa, y el litex OA/IBOMA sintetizado sin
proteinas (utilizado como latex de referencia). Para este tltimo caso, se adicion6 1% de Dowfax
2A1 como emulsificante para reemplazar la caseina, y TBHP-FF7 como par iniciador redox, para
reemplazar el TBHP/NH;3-caseina. En todos los casos, la mezcla de monémeros fue preparada
para obtener una Tg tedrica de la fase acrilica de los nanocompuestos igual a -10°C, de acuerdo a
la cldsica ecuacién de Fox (1956)!7>. La Tabla 4.2 muestra la composicién de la mezcla de
mondmeros para cada experimento y el emulsificante utilizado.

Tabla 4.2. Composicion general de la mezcla de monomeros (Tg = -10 °C) y emulsificante
empleado en cada experimento.

Composicién monomérica (%)

Experimentos Emulsificante
OA IBOMA MMA BA
OA/IBOMA Dowfax 2A1 72 28 - -
CN-OA/IBOMA CN 72 28 - -
CF-OA/IBOMA CF 72 28 - -
CF-OA/MMA CF 67 - 33 -
CF-BA/IBOMA CF - 35 - 65
CF-BA/MMA CF - - 40 60
MMA_0 CF 72 28 0 -
CF- MMA_1 CF 72 27 1 -
MMA_3 CF 72 25 3 -
OA/IBOMA/... MMA_4 CF 7 24 4 ]
MMA_S CF 72 23 5 -

Las polimerizaciones batch se llevaron a cabo en un reactor encamisado de 500 ml equipado
con bafio termostético, agitador mecdanico, condensador de reflujo, termémetro digital, entrada de
N, y acceso para el muestreo. Para esto, se cargo la solucion de la caseina metacrilada, se elevé
su temperatura hasta los 80 °C, y se purgd con N» durante 30 minutos. Luego, se aiadié la mezcla
de mondomeros y se esperd a que llegara nuevamente a la temperatura de reaccion antes de inyectar

el TBHP. La Tabla 4.3 presenta una receta general para la sintesis de un l4tex hibrido.
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Tabla 4.3. Receta general para la sintesis de los ldtex hibridos mediante la polimerizacion en
emulsion batch

Reactivos Cantidades (% wbm?)
Mezcla de mondémeros 100

Caseina 25

TBHP 0.17

Na,COs3 0.9

H,O 225

2wbm: peso en base a la mezcla de mondmeros

4.2.2. Caracterizacion de los latex hibridos Acrilico/Proteinas

La conversién de mondmeros en el tiempo (x) se determind gravimétricamente y se calcul6
como la relacién en peso entre el polimero acrilico y la cantidad inicial de mondmeros en la receta.
El didmetro medio de las particulas (Dp) se midi6 mediante dispersién dindmica de luz (DLS) a
25 °C, utilizando un equipo Nanosizer de Malvern. La fraccién de proteina libre (FP) se determiné
por espectroscopia UV en un espectrofotémetro UV-Visible Lambda 25 de Perkin-Elmer,
combinando el drea del pico a 280 nm obtenido para las muestras, con una curva de calibracién
preparada con diferentes concentraciones de caseina. El procedimiento de separacién de la
proteina libre esta detallado en la seccién A.4.3 del Anexo.* Brevemente, este método involucra
ciclos de centrifugacién y redispersion del ldtex con agua desionizada y luego con una solucién
SLS, con el objetivo de separar la caseina que permanece soluble o adsorbida sobre las particulas

(proteina no injertada, es decir, la caseina que no forma parte de las particulas hibridas).

4.2.3. Caracterizacion de las peliculas

Las peliculas hibridas se obtuvieron secando los latex en molde de silicona, a 22 ° Cy 55% de
HR durante una semana.

La temperatura minima de formacion de film (MFFT) de los latex se midié con el método
optico”® previamente empleado. Para ello, se aplica una delgada capa de latex (120 um de espesor

himedo) sobre una placa metalica en la que se aplica un gradiente de temperatura (2-40 °C).
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Luego, se deja secar para obtener el film, determinando el valor MFFT como la temperatura a la
cual se observa la transicién en la transparencia del film.

La determinacién de las transiciones vitreas (Tg) de los materiales hibridos, se obtuvo
mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC), empleando el equipo Q2000 (TA
Instruments). Los DSC se llevaron a cabo desde —80 a 130 °C a una velocidad de calentamiento
de 10 ° C/min. A cada muestra se le aplicd tres ciclos de temperatura (calentamiento-enfriamiento-
calentamiento) y se determiné su Tg durante el segundo ciclo de calentamiento, adoptando la
temperatura del punto méximo en la derivada del cambio de capacidad calorifica.

La fraccién insoluble (IF) contenida en los materiales hibridos se determind mediante
extraccion soxhlet con THF durante 24 h. Cabe senalar que el IF podria estar constituida por el
gel acrilico, el copolimero acrilico-proteina injertada y la proteina libre, que también es insoluble
en THF.

Los ensayos mecdnicos de traccién se realizaron sobre 5 muestras cortadas en forma de
mancuerna, segin lo especificado en la norma ASTM D882. La prueba se llevé a cabo en una
maquina universal de ensayos (INSTRON 3344), a 23 °C y 50% de HR, aplicando una velocidad
de deformacién constante de 25 mm/min.

Ademads, se llevaron a cabo pruebas de resistencia al agua y al disolvente organico (metiletil
cetona, MEK) sobre muestras de films de 1 mm de espesor y 10 mm de didmetro. Las muestras
se sumergieron en los distintos solventes (agua o MEK) a temperatura ambiente durante 8 horas.
A lo largo de la prueba, las muestras se retiraron del solvente, se secaron cuidadosamente, se
pesaron e inmediatamente se sumergieron nuevamente. La absorcién de agua y MEK (Aw y As,
respectivamente) se reporté como el porcentaje de la masa de solvente absorbido, respecto al peso
inicial del film seco. Ademds, se midid el dngulo de contacto estitico (CA) del agua sobre las
superficies de la pelicula. A tal efecto, se formaron films de 120 um (espesor himedo) sobre una
placa de vidrio y se secaron a temperatura ambiente durante la noche. Luego, se depositaron gotas

de agua destilada (23 ul) sobre la superficie de las peliculas. Los CA se obtuvieron mediante el
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método LBADSA implementado en un software de ImageJ.'’® Para cada muestra, el CA promedio
se inform¢ a partir de diez mediciones.

Por tltimo, se investigé la capacidad de biodegradacién de los materiales hibridos en
condiciones de compostaje. Para esto, los films (10 mm de didmetro y 1 mm de espesor) fueron
enterraros en un compost organico comercial con un 55% de humedad, y se mantuvieron a 30 °C
durante 30 y 60 dias. Transcurrido el tiempo, las muestras se retiraron, se limpiaron
cuidadosamente y se secaron en estufa a 70 °C. La biodegradabilidad se reporté como la pérdida
de peso registrada, respecto al contenido inicial de proteina en el film seco (parte degradable de

las peliculas).

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacidn, se presentan los resultados obtenidos de las diferentes polimerizaciones batch
exploradas. La investigacion involucra la sintesis de latex hibridos libres de emulsificantes
convencionales y con un alto contenido de materiales provenientes de fuentes naturales. En este
sentido, se sintetizaron latex con 25% de caseina, incorporando OA e IBOMA para incrementar
el contenido total de origen natural en el material final. En una primera etapa del trabajo, se
estudio la sintesis del latex de acrilico puro empleando tinicamente los mondmeros bioderivados;
y los correspondientes latex hibridos empleando caseina nativa o funcionalizada como
emulsificantes, con el objetivo de evaluar el mecanismo de nucleacién en la polimerizacién en
emulsién. En una etapa posterior, se estudid la sintesis de latex hibridos obtenidos empleando
diferentes mezclas de mondémeros bioderivados con los monémeros derivados del petréleo,
intentando obtener el mayor contenido de base natural en el latex final, a una conversién elevada.

Finalmente, se caracterizaron los principales materiales obtenidos.
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4.3.1. Copolimerizacion en emulsion de OA y IBOMA, empleando caseina nativa o

funcionalizada como emulsificante.

En la Tabla 4.4 se muestran la fraccion de base natural para cada latex, junto a los resultados
de x, Dp y FP de las polimerizaciones en emulsién investigadas, mientras que en la Figura 4.1 se
representa la evolucion de la conversion a lo largo de las polimerizaciones.

Tabla 4.4. Resultados de las polimerizaciones en emulsion de los monomeros bioderivados
(OA/IBOMA = 72/28) en presencia de caseina nativa o funcionalizada.
Fraccién natural *

Experimentos Caseina %) x (%) Dp (nm) FP (%)
(%
OA/IBOMA - 72.4 90 142 -
CN-OA/IBOMA Nativa 78.0 96 126 74.3 £0.8
CF-OA/IBOMA Funcionalizada 78.0 3 - -

2 Calculado a partir de la receta tedrica.
Como se puede ver en la Figura 4.1, existe una gran diferencia cuando se emplea caseina nativa
o funcionalizada. Si bien la polimerizacion batch en emulsién de OA e IBOMA ocurrié cuando
se utilizé Dowfax 2A1 y caseina nativa (experimentos OA/IBOMA y CN-OA/IBOMA,
respectivamente) alcanzando altas conversiones (90 y 96%, respectivamente), cuando se utilizé

caseina funcionalizada como emulsificante la polimerizacién no procedio6.

100 +
80 +
? 4
=60 F
<]
20 1 —A—OA/IBOMA

] -8-CN-OA/IBOMA

20 —§- CF-OA/IBOMA
)

0 50 100 150 200
tiempo [min]

Figura 4.1. Conversion de monomeros obtenida en la polimerizacion en emulsion de monomeros
bioderivados (OA/IBOMA = 72/28) en presencia de caseina nativa o funcionalizada, en

comparacion con el experimento libre de proteina.
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Para comprender a que puede deberse esta diferencia, es necesario entender como es el
mecanismo de nucleacion de las particulas hibridas, durante la polimerizacién en emulsién. De
acuerdo al mecanismo de nucleacién sugerido por Li et al. 3 y extendido por Picchio et al.'®
(detallado en la seccion 1.2 del Capitulo 1), antes de iniciar la polimerizacion, el sistema de
reaccion estd compuesto por caseina (disuelta en la fase acuosa y formando micelas) y mondmeros
(en forma de gotas, parcialmente solubilizado en la fase acuosa e hinchando el interior hidréfobo
de las micelas de caseina). Una vez incorporado el iniciador (TBHP) al sistema, se produce la
reaccion redox con los grupos amino de la caseina, formando dos especies propagantes (radicales
amino y tert-butoxi), que dardn comienzo a la nucleacién de las particulas. Los autores proponen
tres posibles mecanismos de nucleacién (Figura 1.2 del Capitulo 1), dos de los cuales implican la
reaccion de los radicales con el mondmero disponible el agua (mecanismos Iy I de la Figura 1.2,
Capitulo 1), mientras que el dltimo implica la migracion del radical hidré6fobo tert-butoxi dentro
de las micelas de proteinas hinchadas en monémero (mecanismo III, Figura 1.2, Capitulo 1),
concluyendo que los principales mecanismos de nucleacién para obtener particulas hibridas son
el I y II, los cuales dependen de la concentraciéon de la caseina utilizada. Sin embargo, es
importante considerar que este estudio se llevé a cabo para un sistema basado en caseina nativa y
MMA (mondmero una solubilidad en agua superior a las de los mondmeros bioderivados,
Tabla 4.1), por lo que la incorporaciéon de caseina metacrilada o de monémeros con menor
solubilidad en agua podria afectar el mecanismo de nucleacién seguido. Por lo tanto, debido a que
las solubilidades en agua del OA y del IBOMA son varios ordenes de magnitud inferiores a la del
MMA (Tabla 4.1), es de esperar que los mecanismos de nucleacién I y II ocurran en menor
medida, quedando la nucleacién micelar (mecanismo III) como la via mas probable para la
nucleacién de las particulas en los laitex OA/IBOMA y CN-OA/IBOMA.

Contrario a lo esperado, para el caso donde se emple6 caseina funcionalizada
(CF-OA/IBOMA), la polimerizacién no prospero (Figura 4.1). Esto podria estar indicando que la

metacrilacién de la proteina afecta su capacidad emulsificante; sin embargo, como se demuestra
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en la Figura 1.3 y en la Tabla 1.2 (seccion 1.2.1, del Capitulo 1), la adicién de 8 grupos vinilicos
por mol de caseina afecté levemente su capacidad emulsificante, reduciendo la concentracién
micelar critica (CMC) de 0.083 a 0.059 mg/ml cuando se pasa de CN a CF. Es decir, tanto la
caseina nativa como la funcionalizada se encuentran formando micelas en las emulsiones
empleadas para la polimerizacion. En este contexto, la principal diferencia entre la CN y la CF
son los grupos vinilicos que esta tltima posee en su estructura, los cuales podrian estar actuando
como sumideros de radicales, impidiendo que el radical tert-butoxi (hidréfobo) ingrese dentro de
las micelas. Ademds, la concentracién de los radicales tert-butoxi (8.13 x 10 mol/L agua) es
notablemente inferior en comparacién con los grupos vinilicos aportados por la caseina
metacrilada (2.87 x 10 mol/L de agua, de los cuales aproximadamente 1.57 x 10~ se encuentran
en la fase acuosa y el resto en las micelas o estabilizando las gotas de monémeros).

Si bien se logré sintetizar un latex hibrido con un alto contenido de material biolégico (78%),
al copolimerizar OA e IBOMA empleando CN como estabilizante, es necesario aclarar que el
material resultante presentd muy baja resistencia al agua (Figura 4.2) como consecuencia de la
gran cantidad de proteina libre remanente en la fase acuosa (FP = 74 %, Tabla 4.3), indicando un
bajo grado de injerto entre la fase proteica y la fase acrilica.'®® Por lo tanto, el reemplazo de la CN
por la CF es necesario para mejorar la compatibilidad entre las fases y obtener peliculas mas
resistentes al agua.”>*® En base a esto, se estudiaron diferentes formulaciones en la mezcla de
mondmeros, que permitan la incorporacion de CF junto a los monémeros bioderivados.

0 min 5 min 60 min
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Figura 4.2. Fotografias de la pelicula de CN-OA/IBOMA, durante el ensayo de resistencia a la

inmersion en agua.
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4.3.2. Sintesis de latex hibridos basados en caseina funcionalizada, empleando

monomeros bioderivados y monémeros derivados del petréleo en la formulacion.

En esta seccion, se prepararon 3 latex, uno se realizé como referencia sin emplear monémeros
biobasados en la formulacién (en este caso, la fraccién natural solo viene dada por la caseina), y
los dos restantes se sintetizaron reemplazando uno de los mondmeros biobasados, por sus
homoélogos derivados del petréleo (manteniendo la Tg del copolimero acrilico en -10 ° C). En la
Tabla 4.5 se compara la composicion, la fraccidn natural y la disponibilidad de enlaces vinilicos
de estos latex con la formulacién que contiene la maxima fraccidn natural (CF-OA/IBOMA).

Tabla 4.5. Formulacion de las mezclas monoméricas empleadas. Fraccion natural obtenida y
disponibilidad de dobles enlaces en la fase acuosa, aportados por los monomeros.

Mezcla de monémeros (%) ° Fraccién Enlaces vinilicos en la

Experimentos natural fase acuosa
OA IBOMA BA MMA

(%) © (mol/L de agua) ¢
CF-OA/IBOMA * 72 28 - - 78.0 0.005
CF-OA/MMA 67 - - 33 59.1 0.158
CF-BA/IBOMA - 35 65 - 39.9 0.016
CF-BA/MMA - - 60 40 20.0 0.164

2 No polimeriza en emulsion batch. ® Tg de la mezcla = -10 °C. ¢ Calculado a partir de la receta tedrica.
d Estimados a partir de la concentracién y la solubilidad de cada uno de los monémeros que conforman
la emulsion a temperatura ambiente (Se espera que la disponibilidad sea mayor a la temperatura de
reaccion).

Si bien la estrategia de reemplazar uno de los mondémeros biobasados por su homdélogo
derivado del petréleo reduce la fraccién natural del polimero final, la incorporacién de
mondémeros con mayor solubilidad en agua podria favorecer la nucleacién de particulas por los
mecanismos [ y II. En otras palabras, la incorporacion de un monémero con mayor solubilidad
en agua, como el MMA o el BA, increment6 considerablemente la disponibilidad de dobles
enlaces en la fase acuosa, en comparacién a la mezcla de OA/IBOMA (0.005 mol/L de agua). Es
importante considerar que, en todos los casos, la concentracién de los mondmeros en la emulsién

se encuentra por encima de la concentracion de saturacién, por lo que su disponibilidad en la fase

acuosa (estimada tedricamente, a temperatura ambiente) podria mantenerse a lo largo de la
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polimerizacion, mientras las gotas de mondmero estén presentes en la emulsion. Una vez que
desaparecen las gotas de mondmero, la concentracién de mondmero en la fase acuosa disminuiria
continuamente a medida que avanza la reaccion. Esta hipdtesis es cierta si los monémeros que
componen la mezcla presentan una relacién de reactividad similar, pero cuando son muy
diferentes la distribucién del monémero entre las fases se ve afectada.

Tabla 4.6. Resultados de las polimerizaciones en emulsion batch en presencia de caseina
funcionalizad.. Efecto de la sustitucion de los monomeros bioderivados por su monémero andlogo
derivado del petroleo.

. X Dp
E FP
Xperimentos %) (nm) (%)
CF-OA/MMA 92 144 343 5.1
CF-BA/IBOMA 93 130 45.8 £0.6
CF-BA/MMA 90 154 40.3 +8.8
100
80
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i
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Figura 4.3. Conversion de los monomeros obtenida a lo largo de las polimerizaciones en
emulsion descritas en la Tabla 5.4, empleando BA, MMA y los monémeros bioderivados (OA e
IBOMA) en la formulacion.

La aplicacion de esta estrategia permitié la polimerizacién exitosa en presencia de caseina
funcionalizada de las 3 emulsiones consideradas (CF-OA/MMA, CF-BA/IBOMA y CF-
BA/MMA), alcanzando conversiones superiores al 90% y tamafios medios proximos a los 140
+10 nm (Figura 4.3 y Tabla 4.6). Este resultado confirma que el mecanismo de nucleacién de las

particulas I y IT (Figura 1.3, seccién 1.2.1, del Capitulo 1), depende fuertemente de la solubilidad
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de los monémeros, es decir, de la disponibilidad de grupos vinilicos en la fase acuosa del medio
de reaccidn, para que la reaccion proceda.

Estos resultados sugieren que se requiere la presencia de una cantidad minima de algin
mondmero soluble en agua para que la polimerizacién proceda a través de los dos mecanismos de
nucleacién principales que actian en la fase acuosa: 1) el injerto del monémero sobre la caseina
mediante la propagacion del radical -NH*® o del doble enlace incorporado durante la metacrilacion
de la proteina, o II) la propagacién de radicales tert-butoxi con los monémeros disponibles en la
fase acuosa.

Por otro lado, como se puede observar en la Tabla 4.5, el empleo de CF mejord la
compatibilizacién entre las fases acrilica y proteicas, obteniendo una reduccién significativa de
la proteina libre o no injertada (FP < 50%, para los tres casos), comparado con el 74% obtenido
para el sistema CN-OA/IBOMA, donde se empled caseina nativa en lugar de CF. Este resultado
demuestra la importancia de incorporar la CF para la sintesis de los latex hibridos y estdn de
acuerdo con los valores obtenidos para sistemas basados en monémeros derivados del petréleo.®
Debido a este alto grado de injerto, los tres materiales obtenidos resistieron la inmersién en agua
sin desintegrarse después de 6 h de inmersidn (estos resultados se discutirdn més adelante, en la
seccion 4.3.4). En base a esto, se estudiaron a continuacion diferentes formulaciones en la mezcla

de monémeros, para maximizar la fraccion natural en el polimero final.

4.3.3. Optimizacion de la fraccion de origen natural.

Como se mostrd en la seccidn anterior, para asegurar la polimerizacién en presencia de CF, es
necesaria la incorporacién de una fraccién de monémero con un grado de solubilidad en agua que
promueva el mecanismo de nucleacién [ y II. A este efecto, se sintetizaron latex basados en CF y
OA/IBOMA, afiadiendo diferentes concentraciones de MMA (el mondémero mas soluble en agua)

a la formulacién de monémeros, con el fin de determinar el contenido minimo de MMA requerido
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para que la polimerizacién en emulsién batch ocurra exitosamente, optimizando el contenido
biobasado.

En la Tabla 4.7 se detallan las formulaciones evaluadas, junto a la fraccién natural alcanzada
y la cantidad estimada de enlaces vinilicos (mol/L de agua) aportados por los mondmeros,
disponibles en la fase acuosa, estimados a partir de la concentracion y la solubilidad a temperatura
ambiente de cada uno de los mondémeros que conforman la emulsién (se espera que la
disponibilidad sea mayor a la temperatura de polimerizacién). Como se puede observar, la
fraccién de OA (polimero blando) se mantuvo constante en la mezcla de mondmeros, mientras
que una pequeia cantidad de IBOMA (polimero duro) se reemplazé por MMA. De esta manera,
la fraccion natural del material final se redujo minimamente pasando de un 78% para
OA/IBOMA, al 75% cuando se incorporé 5% de MMA. Esta estrategia permitié incrementar la
fraccion natural final respecto a los alcanzados en la seccién anterior.
Tabla 4.7. Resultados de las polimerizaciones en emulsion batch en presencia de caseina

funcionalizada. Efecto de la incorporacion de una pequeiia cantidad de MMA como monomero
soluble en agua.

Experimentos Mezcla de monémeros (%) Fraccion Enlaces vinilicos en la
CF-OA/IBOMA... OA IBOMA MMA natural (%) fase acuosa
(mol/L de agua)

MMA_0 72 28 0 78.0 0.005

MMA _1 72 27 1 77.4 0.032
MMA_3 72 25 3 76.2 0.085
MMA_4 72 24 4 75.7 0.112
MMA_S 72 23 5 75.1 0.138

2 Calculado a partir de la receta tedrica. ® Estimados a partir de la concentracién y la solubilidad de cada
uno de los monémeros que conforman la emulsién, a temperatura ambiente.

Es importante resaltar que la concentracién del MMA en las emulsiones se mantuvo por debajo
de su concentracién de saturacion en agua (0.153 mol/L de agua a 25 °C), y que su disponibilidad
en la fase acuosa aumenta a medida que se incrementa la cantidad de MMA en la mezcla de

monoémeros, favoreciendo la polimerizacién en fase acuosa.

107



Capitulo 4: Incorporacién de mondémeros bioderivados en la sintesis de latex basados en caseina

Como se puede observar en la Tabla 4.8 y en la Figura 4.4, sustituir el IBOMA con un 1% de
MMA (MMA_1) no es suficiente para que ocurra la polimerizacion, presentando una curva de
conversidon similar al latex de referencia sintetizado con mondémeros biobasados sin MMA
(MMA_0). Esto podria deberse a que la cantidad de grupos vinilicos disponibles en la fase acuosa,
proporcionados por los monémeros (0.032 mol/L de agua), estd en el orden de la cantidad total
de grupos vinilicos en agua proporcionados por la caseina funcionalizada (0.0287 mol/L de agua).
En este caso, primero se consume el mondmero soluble en agua dando lugar a la formacién de
una cantidad muy baja de particulas y luego los radicales tert-butoxi que se siguen formando en
agua, en ausencia de monémero soluble, propagan o terminan con la caseina funcionalizada.

——MMA 0 <4—MMA 1 -#MMA 3 —--MMA 4 ——MMA 5
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80

60
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40
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, , -
0 50 100 150 200
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Figura 4.4. Conversion de los monomeros obtenida en la polimerizacion batch en emulsion de

CF-OA/IBOMA incorporando diferentes cantidades de MMA.

Tabla 4.8. Resultados de las reacciones de polimedicacion de OA/IBOMA/MMA.

Experimentos X Dp

CF-OA/IBOMA/... (%) (nm) EP (%)
MMA_0 3 - -
MMA_1 7 - -
MMA_3 79 125 43.7 +4.9
MMA_4 90 126 32.1+£3.6
MMA_S 95 127 36.5 1.5

Por otro lado, incluir un 3% de MMA (MMA_3) fue suficiente para que la polimerizacién

comenzara, lograndose una polimerizacién lenta hasta alcanzar una conversion de 79% después
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de 3 horas de reaccién. Por el contrario, el incremento del contenido de MMA hasta 4 y 5%
(MMA_4 y MMA_S), permiti6é que la polimerizacién ocurriera rdpidamente, alcanzando altas
conversiones (> 90%) y un Dp medio de aproximadamente 126 1 nm en 3 horas de reaccion. Es
decir que se requirié de una concentracion de 0.106 moles de MMA/litro de agua para que la
nucleacién de las particulas fuera efectiva y la polimerizacidn alcanzara una conversion aceptable.
Como se puede ver en la Tabla 4.8, tanto MMA_4 como MMA_5, alcanzaron un alto grado de
compatibilizacién entre las fase acrilica y proteica (FP = 35%).

En base a estos resultados se puede concluir que, para que la polimerizacién en emulsion batch
ocurra exitosamente en presencia de CF, fue necesario que el mecanismo predominante de
nucleacién de las particulas no fuera micelar, sino mediante la propagacion de los radicales amino
y tert-botoxi en la fase acuosa. Para que esto sea posible, se requirié de la incorporacién de una
fraccion de mondémero soluble en agua, que garantice como minimo una disponibilidad en la fase
acuosa de 0.112 moles de grupos vinilicos/litro de agua (4% MMA). Con esta estrategia, se logré
obtener un material hibrido con una alta compatibilidad entre las fases y con un elevado contenido

de componentes de origen natural (75.7 %).

4.3.4. Propiedades de aplicacion de los materiales hibridos obtenidos

En esta seccidon se muestran los resultados de las caracterizaciones realizadas sobre las
peliculas obtenidas a partir de los latex hibridos CF-BA/MMA; CF-OA/MMA, CF-BA/IBOMA,
y CF-OA/IBOMA/ MMA_4 y MMA_5, sintetizados en las secciones anteriores. Los resultados
correspondientes a MMA_O y MMA_1 no se incluyeron, debido a que la conversiéon de
mondémero obtenida fue casi nula, mientras que en el caso de MMA_3, la conversién de
monémero obtenida después de 3 h de reaccidn fue relativamente baja (80%), resultando en una
pelicula que posee una mayor relacion proteina/polimero, afectando de esa forma sus propiedades
finales y por lo tanto dificultando su comparacién con los films obtenidos a partir de los latex

MMA_4 y MMA_S.
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Tg de la fase acrilicay MFFT del ldtex

Se sabe que las particulas hibridas a base de caseina, independientemente del grado de injerto
de la proteina, presentan dos fases bien definidas (una coraza proteica y una nicleo acrilico),
resultando en dos Tg diferentes correspondientes a cada fase.'? De acuerdo con esto, como se
puede apreciar en la Figura 4.5 (donde se muestran los termogramas de DSC derivados), todas las
muestras ensayadas presentan un pico (valor asumido como Tg), con un valor cercano al calculado
tedricamente como la Tg de la fase acrilica (-10 °C). Sin embargo, para los casos CF-BA/MMA,
CF-OA/MMA y CF-BA/IBOMA, el pico de la curva del flujo de calor derivado result6 ancho
(Figura 4.5a) lo cual podria estar indicando la existencia de copolimeros con una variacion en la
composicidn, obtenidos a raiz de una diferencia en las reactividades y disponibilidades de los
mondémeros durante la polimerizacién. Por otro lado, la alta Tg de la fase proteica (183 °C)'2,
afecta positivamente las propiedades de los films, reduciendo la adhesividad de los materiales
hibridos, y mejorando la capacidad antibloqueo del recubrimiento, obteniéndose un muy buen
desempefio.*’ La Tabla 4.9 resume los valores de antibloqueo obtenido para todas las muestras

hibridas, y para un latex acrilico puro OA/IBOMA, sin caseina y con una Tg = -10 °C.

W/g°C]
W/gC]

Derivada del fujo de calor [
Derivada del tujo de calor [

E ~-CF-BA/MMA k 1 CF-OA/IBOMA/...
-6 + —CF-BA/IBOMA -6 1 MMA 4
{1 —CF-0AMMA ] —MMA 5
-7 T e I -7 e e S S
-70 =20 30 -70 -20 30
Temperatura [°C] Temperatura [°C]

Figura 4.5. Derivadas del flujo de calor (medido por DSC), para peliculas hibridas obtenidas a

partir de los ldtex sintetizados en la seccion 4.3.2 (a) y 4.3.3 (b).
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Tabla 4.9. Resultados de los ensayos de antiblogueo, para todos los ldtex hibridos.
Valores de antibloqueo ®

Experimentos Promedio Performance
I I 111

OA/IBOMA* 0 0 0 0 Muy pobre
CF-BA/MMA 9 8 9 9 Excelente
CF-OA/MMA 10 10 10 10 Perfecto
CF-BA/IBOMA 10 9 9 9 Excelente
MMA_4 9 10 10 10 Perfecto
MMA_5 10 10 10 10 Perfecto

*Sin CF y una Tg = -10 °C. ® Los resultados de resistencia al bloqueo de las peliculas se determinaron
entre desempefio muy pobre y perfecto (0-10, respectivamente) segin la norma ASTM D 4946-89. La
prueba se realizé por triplicado para cada muestra.

La temperatura minima de formacion de pelicula (MFFT) es una propiedad importante que
define el rango de temperaturas de aplicacién y permite evitar fallas en el recubrimiento. En
ocasiones, para sistemas a base de agua, se requiere la adicién de agentes de coalescencia para
obtener latex con baja MFFT, sin una superficie pegajosa. Sin embargo, es conocido que los latex
hibridos a base de caseina son capaces de formar peliculas a temperatura ambiente, debido a que
el agua actda como plastificante de la caseina, reduciendo su Tg durante el secado de la pelicula
y permitiendo la coalescencia de las particulas.!””'”® Debido a esto, todos los l4tex hibridos
obtenidos fueron capaces de formar peliculas homogéneas y transparentes, alcanzando una MFFT
del orden de -0.8 °C (Figura 4.6), que es la temperatura minima que se pudo registrar debido a la

congelacion del agua presente en el latex.

Figura 4.6. Foto del equipo (a), y de los films formados a partir de los ldtex hibridos MMA_4

(arriba) y MMA_5 (abajo) (b). Por debajo de los -0.8 °C se observa la congelacion del agua.
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Propiedades mecdnicas

La fraccién insoluble (IF) también juega un papel clave en las propiedades finales (fisicas,
mecdnicas, térmicas), y en todas las muestras resulté superior al 90%, lo que concuerda con los
valores obtenidos para materiales hibridos similares.'” En la Tabla 4.10 se resumen los IF, junto
con las propiedades mecdnicas de todas las peliculas hibridas. Los films ensayados exhibieron un
comportamiento mecanico similar, con un régimen eldstico inicial a baja deformacién, seguido
de un periodo de deformacién plastica (Figura 4.7). Si bien la incorporacién de un componente
duro y quebradizo, como la caseina, les proporciona a las peliculas hibridas una mayor resistencia
tensil, les reduce la capacidad de deformacién, fallando a menor elongacién que las peliculas

acrilicas puras.®”-¥17

Tabla 4.10. Fraccion insoluble y propiedades mecdnicas para todos los sistemas evaluados.
Propiedades mecanicas

IF . . .z
Experimento Res1stepc1a Elongacién a Tenacidad
tensil la rotura
%o MPa % MPa.%
CF-BA/MMA 95 0.3 15.0+2.1 184.7 +13.9 1964.1 £412.8
CF-OA/MMA 96 £1.2 153+0.1 123.3+£8.3 1420.8 + 84.1
CF-BA/IBOMA 99 +0.1 144+19 136.6 £4.0 1436.3 +227.7
MMA_4 92 £0.2 10.1£0.4 83.6 £6.3 686.5 +63.0
MMA_S 93 +£0.2 12.1£0.2 82.5+5.3 800.0 + 88.9
18
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Figura 4.7. Curvas de tension-deformacion para peliculas hibridas.
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La incorporacién de monémeros bioderivados redujo la elongacion a la rotura de las peliculas
(Figura 4.7), coincidiendo con lo observado por Badia et al.*, al emplear IBOMA para sustituir
MMA para la sintesis de adhesivos sensibles a la presion. En este caso, el IBOMA aporta cohesion
y dureza a las peliculas, por lo que es de esperar que los films posean menor elongacion a la rotura.
En este sentido, el film obtenido a partir del laitex CF-BA/MMA alcanz6 la mdxima deformacion
(184.7 £ 13.9 %), seguida por los materiales hibridos obtenidos con un solo monémero biobasado
(CF-OA/MMA y CF-BA/IBOMA), y finalmente las peliculas que contienen ambos mondmeros
de base natural MMA_4 y MMA_5), los cuales alcanzaron menos de la mitad de la deformacién
mdaxima. Sin embargo, todos los materiales mostraron una resistencia a la traccién similar, con un
rango entre 10.1 £ 0.4 a 15.3 £ 0.1 MPa. Estas pequefias diferencias podrian estar relacionadas
con la relacién proteina/polimero final, la fraccién de insoluble (levemente menor para MMA_4
y MMA_5), y el grado de injerto de la proteina (FP levemente inferior para MMA_4 y MMA_5),
debido a que, una mayor cantidad de caseina libre (no injertada) produce un ligero aumento de la

resistencia tensil. Estos resultados concuerdan con lo informado por Picchio et al.®®

, quienes
demostraron que un incremento en el grado de compatibilizacién entre las fases reduce la

resistencia tensil e incrementa el alargamiento a la rotura.

Resistencia a los solventes

La resistencia a los solventes de las peliculas, principalmente con el agua, es una caracteristica
determinante para su aplicacién como recubrimiento (Figura 4.8). La incorporacién de caseina
afecta directamente la absorcidn de agua de los materiales hibridos. Sin embargo, un alto grado
de injerto de la proteina, es decir, una baja cantidad de proteina libre (FP), reduce el Aw alcanzado
por el material.*® En este contexto, se puede observar que las muestras que presentan menores
niveles de FP, como las muestras CF-OA/MMA, MMA_4 y MMA_5 (FP = 44, 42 y 45%,
respectivamente), obtuvieron valores de Aw préximos al 80 %, en comparacién con la muestra

CF-BA/MMA (FP = 40%) la cual alcanz6 el mdximo valor de hinchamiento (110%), después de

113



Capitulo 4: Incorporacién de mondémeros bioderivados en la sintesis de latex basados en caseina

las 6 horas de inmersion en agua. Sin embargo, dado que la diferencia en la cantidad de proteina
libre que presentan las muestras no supera el 5%, se podria atribuir parte del motivo de esta
disminucién de Aw, a la incorporacién de monémeros bioderivados. Esto podria estar asociado a
que los monémeros bioderivados son altamente insolubles en agua y hacen que el material hibrido
tenga menos afinidad por el agua. Como se puede observar en la Figura 4.8a, el film obtenido del
latex sintetizado completamente con MMA y BA, absorbe una mayor cantidad de agua que los
films sintetizados con un monémero bioderivado en la formulacién, seguido por los materiales
basados en OA e IBOMA y una pequefia cantidad de MMA (MMA_4 y MMA_5).

Por otro lado, luego de la prueba de absorcién los films hinchados se secaron y se pesaron para
determinar la pérdida de peso que sufrieron las muestras durante el proceso de hinchamiento
(Figura 4.8b). Se observé en todos los casos, que las peliculas hibridas a base de caseina
funcionalizada, sufrieron una pérdida de peso que no superd el 6% del peso inicial de la muestra.
Este resultado demuestra la buena resistencia que presentan estos materiales, en contraste con el
film obtenido del ldtex CN-OA/IBOMA (donde se utiliz6 caseina nativa como emulsificante), el
cual se desintegré completamente durante su inmersion en agua (Figura 4.2).

Por otro lado, como se puede observar en la Figura 4.8c, todos los materiales mostraron buena
resistencia a los solventes organicos (MEK), con una pérdida de peso muy baja, cercana al 4%
(Figura 4.8d), en comparacion con la pelicula acrilica pura (sin caseina) que tiende a disolverse
en solventes orgdnicos.'” La baja pérdida de peso que muestran estos materiales, estd de acuerdo
a las altas fracciones de insoluble obtenidas (> 90%).*® Es interesante remarcar, que durante la
inmersién en MEK, se obtuvo la misma tendencia que en el ensayo en agua, es decir, los valores
de absorcion de MEK (As) se redujeron al aumentar el contenido de mondémeros de base natural.
De esta forma, la pelicula sin monémeros biobasados alcanza un valor de As de 83.8%, mientras
que al incorporar un monémero biobasado (CF-OA/MMA y CF-BA/IBOMA) se reduce hasta

alcanzar 60 y 57%, respectivamente. Los valores mas bajos (As =41 y 31%) se alcanzaron para
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las muestras que contenian mayor fraccion natural en su composicion (MMA_4 y MMA_S,

respectivamente).
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Figura 4.8. Absorcion y pérdida de peso en agua (a y b, respectivamente) y en MEK (c y d,

respectivamente), después de 6 horas de inmersion en cada solvente.

Hidrofobicidad superficial

La hidrofobicidad de la superficie de una pelicula, es la capacidad que posee el material para
repeler el agua, y es normalmente un pardmetro de aplicacion interesante para los recubrimientos
analizados en esta Tesis. Se puede medir por el dngulo de contacto (CA) formado por una gota de
agua depositada sobre la superficie de la pelicula. Un material tiene una superficie mas
hidrofébica cuando el CA formado es mayor. En este sentido, el film acrilico puro de OA/IBOMA
tiene un CA alto (85.5 + 4.6°), luego de lavar su superficie para eliminar el exceso de
emulsificante, en concordancia con los reportando para otros sistemas equivalentes.'®" Sin

embargo, como se puede observar en la Figura 4.9, los materiales hibridos presentan valores de
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CA mas bajos, debido al cardcter hidrofilico de la caseina, lo que aumenta la absorcién de agua y
reduce la hidrofobicidad superficial.

Como se muestra en la Figura 4.9, el CA aumenta ligeramente al aumentar la fraccion de base
natural de las peliculas. Este resultado concuerda con la mayor resistencia al agua que presentaron

estos materiales.
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Figura 4.9. Hidrofobicidad superficial de las peliculas hibridas.

Biodegradabilidad de los films en compost orgdnicos
La gran ventaja de los materiales hibridos a base de caseina, que los diferencia completamente de
los materiales acrilicos puros, es su capacidad de biodegradarse parcialmente cuando se entierran
en compost orgdnico. Como se puede observar en la Figura 4.10, en un periodo de tiempo
relativamente corto (dos meses) todos los materiales hibridos perdieron casi en 70% de su peso
respecto a la proteina cargada (es decir, la fraccion degradable de los films), equivalente al 15%
del peso total del film. En cambio, la pelicula hibrida CF-BA/MMA alcanzé una degradacién
menor (60%). Esto podria deberse a que la presencia de monémero de base natural en las peliculas
hibridas produjo una ligera mejora en la biodegradabilidad de la fase de caseina. Ademds, estos
resultados permiten mostrar que la modificacién de la caseina no afecta significativamente su

biodegradabilidad.*’
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Figura 4.10. Biodegradabilidad en compost orgdnico, basado en el contenido de proteina (fase
degradable) del film.

4.4. CONCLUSIONES

Los latex hibridos basados en caseina, libres de emulsificantes convencionales y con un alto
contenido final de biomateriales fueron sintetizados mediante polimerizacién batch en emulsion.
Para ello, se utilizaron dos mondmeros de base natural, metacrilato de isobornilo IBOMA) y
acrilato de 2-octilo (OA) como sustituyentes de los mondmeros derivados del petréleo MMA y
BA.

La metacrilacién de la caseina (adicién de grupos vinilicos sobre la molécula de la proteina) y
la muy baja solubilidad de los mondmeros bioderivados jugaron un papel determinante en el
mecanismo de nucleacién durante la polimerizacién. En este sentido, cuando se sintetizaron latex
a partir de los monémeros bioderivados, empleando caseina metacrilada como estabilizante, la
polimerizacién no ocurrié. Esto fue debido a que con bajo contenido de monémero disponible en
agua, prevalece el mecanismo de nucleacién micelar, implicando la migracién de los radicales
tert-butoxi (hidréfobos) hacia el interior de las micelas de caseina. En fase acuosa, estos radicales
pueden reaccionar con los grupos vinilicos adicionados a la caseina, formando un radical soluble

en agua que no puede proseguir con la polimerizacidn, por la ausencia de monémero en esa fase.
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Es decir, que la caseina metacrilada actia como sumidero de radicales evitando que la
polimerizacién progrese.

En este contexto, la incorporaciéon de un mondémero bioderivado, en combinacién con un
mondmero mas soluble en agua (CF-OA/MMA y CF-BA/IBOMA), permitié llevar a cabo la
copolimerizacién en emulsion, en presencia de caseina metacrilada como emulsificante. Esto fue
posible porque al incluir un monémero mas soluble en agua, se increment6 la disponibilidad de
grupos vinilicos en la fase acuosa de la emulsion, favoreciendo los mecanismos de nucleacién de
particulas que implican injerto sobre la caseina. Sin embargo, a través de esta estrategia, las
peliculas hibridas presentaron un menor contenido de materiales de origen natural (39.9y 59.1%
para CF-BA/IBOMA y CF-OA/MMA, respectivamente).

Para optimizar y maximizar el contenido de materiales de origen natural, se sintetizaron
nuevos latex OA/IBOMA (con caseina funcionalizada), reemplazando una pequefia fraccién de
IBOMA por un monémero mds soluble en agua y de similar Tg (MMA). De esta manera, se
encontrd la cantidad minima requerida de grupos vinilicos disponibles en agua (0.112 mol/L de
agua) para que la polimerizacién ocurra exitosamente en presencia de caseina metacrilada. En
este sentido, con el agregado de solo 4% de MMA se alcanzé 90% de conversién de los
mondmeros luego de 4 horas de polimerizacion, con una alta fraccién natural (75.7%).

Finalmente, se demostré6 que los materiales hibridos presentaban buenas propiedades
mecdnicas, alta resistencia al agua (un 30 % menor de absorcién que el material sintetizado a
partir de los mondmeros derivados del petrdleo), y buena biodegradablilidad parcial en el compost
(perdiendo aproximadamente el 70% del peso de su fraccién degradable, en un corto periodo de
tiempo). Si bien la fraccién de material biodegradable (respecto al material final) es atn inferior
a la exigida por la normativa medioambiental para materiales biodegradables (por ejemplo, la
normativa de microplasticos de la UE), es destacable la importante mejora en términos de
sostenibilidad que aportan los recubrimientos con alto contenido de base natural, como los aqui

sintetizados.
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CAPITULO 5: SINTESIS DE LATEX HIBRIDOS ACRILICO/CASEINA
CON INCOMOMCION DE ZEINA MEDIANTE POLIMERIZACION
EN MINIEMULSION ©

5.1. INTRODUCCION

Durante la ultima década, los materiales hibridos basados en proteinas han presentado un alto
interés académico e industrial, principalmente en la sustitucién parcial de polimeros derivados
del petréleo.!¥181182 Egto se debe a que la incorporacion de proteinas naturales, como materias
primas renovables, permite sintetizar materiales ecoldgicos con funcionalidades especiales,
propiedades mejoradas y carécter biodegradable,36:40-112:183.184

En este sentido, la caseina (proteina natural presente en la leche) ha sido ampliamente
estudiada en la sintesis de materiales hibridos acrilico/caseina, mediante polimerizacidon en
emulsion batch libre de emulsificantes, para su aplicaciéon en recubrimientos.?>*>3185 En este

contexto, Li et al.¥

sintetizaron latex acrilico/caseina donde la compatibilidad (o injerto) entre las
fases fue promovida a través de una iniciacion redox, entre un hidroperéxido de alquilo y los
grupos amino de la caseina (este mecanismo de reaccién e injerto ha sido detallado en la seccién
1.2 del Capitulo 1). Sin embargo, a partir de esta técnica la caseina nativa sélo se injerta al acrilico
a través de los grupos amino, resultando en particulas acrilico/caseina con bajo grado de injerto
(cuando se utiliza una concentracién alta de caseina), afectando negativamente a las propiedades
mecdnicas y a la resistencia al agua del material final.>>*” Por este motivo, el reemplazo de la
casefna nativa por una caseina metacrilada (es decir, caseina modificada quimicamente para
incorporar grupos vinilicos en su cadena, proceso mostrado en la seccién 1.2.1 del Capitulo 1)

aparecié como una estrategia prometedora para producir latex hibridos con alto contenido de

biomaterial y mayor grado de compatibilizacién entre ambos componentes.**’ Sin embargo, se

¢ Los resultados presentados en este capitulo fueron publicados en Allasia et al., Ind. Eng. Chem.
Res. (2019), 58, 46, 21070-21079.
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requirieren altos grados de modificacion de caseina para mejorar sustancialmente la resistencia al
agua de los materiales finales, afectando negativamente sus propiedades mecdnicas, entre otras
cosas.*®

Por otro lado, la zeina (principal proteina del maiz) se caracteriza por ser una proteina insoluble
en agua debido a su alto contenido de aminodcidos no polares (> 50%), como la leucina, la prolina,
la alanina y la fenilalanina. Ademas, posee un bajo valor nutricional debido a que carece de los

aminoécidos esenciales lisina y triptéfano,*>!4

por lo que se estd empleando en diferentes
aplicaciones como ingenieria de tejidos, cosméticos y farmacéuticas.®***>17 Las peliculas o films
de zeina pura presentan caracteristicas excepcionales como una alta dureza, brillo, resistencia al
ataque microbiano y con una superficie hidréfoba y a prueba de grasa'#®!781% Sin embargo, suelen
ser muy fréagiles y requieren de aditivos plastificantes para mejorar su resistencia mecanica. '3>8

En el presente Capitulo se presenta la sintesis en base acuosa de nanocompuestos hibridos
acrilico/proteicos, con un adecuado equilibrio entre la caseina (encargada de estabilizar las
particulas acrilicas debido a su cardcter anfifilico) y la zefna (que proporciona una caracteristica
repelente al agua debido a su carécter hidrofébico). A tal efecto, se empled la polimerizacién en
miniemulsion para la obtencion de latex acrilicos libres de emulsificantes convencionales que
contienen ambas proteinas (caseina y zeina) como biomateriales naturales. La polimerizacion en
miniemulsién aparece como una alternativa para la sintesis de latex hibridos, permitiendo la
incorporacion de componentes hidrofébicos en las gotas de monémero (50-500 nm), que pueden
transformarse directamente en las particulas de polimero.'3%!%° El desempefio de los materiales

hibridos obtenidos, se evalué en términos de las propiedades de la pelicula, prestando especial

atencion a la resistencia al agua y a la hidrofobicidad superficial del material.

5.2. TRABAJO EXPERIMENTAL

La descripcién detallada de los materiales, la especificacion de los equipos, y los métodos de

sintesis y caracterizacién empleados a lo largo del trabajo experimental de esta Tesis, se presenta
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en el Anexo. Por esta razén, a continuacién, se hara referencia s6lo a los aspectos del trabajo
experimental que se aplican especificamente a este Capitulo.

Los cddigos de los latex sintetizados y sus correspondientes peliculas, contienen la
informacién de su composicion mediante las abreviaturas “A”, para la fase acrilica, “CN o CF”,
para caseina nativa o funcionalizada (modificada), respectivamente, y “Z”, para zeina nativa. Por

ejemplo, A/CNZ se refiere a un latex que contiene acrilicos, caseina nativa y zeina.

5.2.1. Sintesis de latex hibridos Acrilico/Proteinas

Preparacion de las miniemulsiones

Las miniemulsiones se prepararon de acuerdo al esquema presentado en la Figura 5.1. En una
primera instancia (etapa 1) se prepara la fase acuosa (FA) a partir de la solucién de caseina nativa
o modificada (la funcionalizacion fue realizada segin el proceso de metacrilacién descripto en la
seccion 1.2.1 del Capitulo 1 de esta Tesis). Luego se adiciona la zefna en polvo (etapa 2),
aplicando ultrasonido de forma constante para favorecer la dispersion y estabilizacion de la zeina
con la caseina. Por tltimo, en la etapa 3 se adiciona lentamente la fase orgdnica (FO), que contiene
los mondmeros y el coestabilizante, sobre la dispersion de zeina-caseina durante 20 min, bajo la
aplicacion constante de ultrasonido. Para asegurar la formacion y estabilizaciéon de la
miniemulsién, la sonicacién se mantuvo otros 20 min adicionales. En la Figura 5.1 se incluyeron
fotos de los productos (soluciones y dispersiones) obtenidos al final de cada etapa.

En Ia Tabla 5.1 se muestra una receta general para la preparacién de las miniemulsiones,
detallandose el contenido de cada una de las fases. Todas las miniemulsiones tienen un contenido
total de proteina que corresponde a 25 %wbm (en peso con relacién al total de mondémero
acrilico), compuesta por caseina (95 %) y zeina (5 %). Se destaca que cuando no se utiliz6 caseina
funcionalizada, se incorpor6 GMA en la formulacién de los monémeros. Ademds, y como
referencia, se preparé una miniemulsion acrilica pura, es decir en ausencia de proteinas (sin

caseina ni zeina). En este caso, se prepard una fase acuosa con Dowfax 2EP como emulsificante,
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a la que se le agrego la fase orgédnica y se prepar6 la miniemulsién siguiendo la etapa 3 de la

Figura 5.1.

Fase acuosa con zeina incorporada ’
3) Incorporacion de 4) Polimerizacién en

1) Solubilizacion de la CN u 2) Incorporacion de la ZN la fase organica miniemulsion batch
obtencién de la CF con GMA

Iniciador
=N,
@ Polimero
° Particulas hibridas
\\ Caseina nativa (CN) o Zeina nativa (ZN) @ Fase organica " estabilizadas con
Modificada (CF) g Particulas de zeina casefna

gotas estabilizadas

4 estabilizadas con " con caseina

caseina

Figura 5.1. Esquema general para la sintesis de las nanoparticulas hibridas acrilico/proteinas
por polimerizacion en miniemulsion. Fotografias de las soluciones/dispersiones obtenidas al
finalizar cada etapa.

Tabla 5.1. Receta general para la sintesis de los ldtex hibridos mediante polimerizacion en
miniemulsion

Total 100 %wbm °
Monémeros (m) BA 80 %wbm
Fase Organica (FO) MMA 20 %wbm
Coestabilizante Acrilato de octilo 4 Jowbm
Ag. Funcionalizante GMA® 0.9 J%owbm
Proteina Hidrofébica Zeina 5 %wbTP ¢
Proteina Anfifilica Caseina (CF o CN) 95 J%owbTP
Fase Acuosa (FA) Sal Na,COs3 0.4 %wbFA ¢
Agua 159 %wbFO ¢
. KPS 0.51 Jowbm
Iniciador
TBHP 0.17 %owbm
Proteina total (TP) 25 %wbm
Contenido de sélidos total 35 %

*El GMA (agente funcionalizante utilizado para modificar la caseina) s6lo se adicion6 en la fase organica
cuando la receta se prepar6 con caseina nativa, empleando la misma relacion GMA/caseina utilizada en la
metacrilacién de la caseina; ® %wbm: peso en base al total de monémero acrilico; ¢ %wbTP: peso en base
al contenido de proteina total; ¢ %wbFA: peso en base a la fase acuosa; ® %wbFO: peso en base a la fase
orgdnica.
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Las miniemulsificaciones se realizaron en un recipiente encamisado para mantener la
temperatura por debajo de 30 °C y con agitacién magnética permanente. Ademads, se utilizé un
procesador ultrasénico, Sonics VC 750 (potencia 750 vatios), operado a una amplitud de 70% y
con ciclos de 10 segundos encendido y 5 segundos apagado (Los detalles del equipo se encuentran

en la seccion A.2.2 del Anexo).

Polimerizacion batch de las miniemulsiones

Las polimerizaciones se llevaron a cabo en un reactor de vidrio de 100 mL equipado con un
condensador de reflujo y con burbujeo de nitrégeno constante. La temperatura de reaccién se
mantuvo constante (80 °C), ajustando la temperatura del fluido en la camisa del reactor con un
bafio termostético. Se emplearon dos iniciadores: KPS (0.8% en peso) y TBHP (0.24% en peso).
Nétese que ambos iniciadores producen radicales en la fase acuosa; sin embargo, el TBHP es
parte de un sistema de iniciacién redox que también involucra a los grupos amina de la proteina,
segin Li et al.®> Ademds, se sintetizé un latex acrilico sin proteinas como punto de referencia
(experimento A), empleando Dowfax 2EP como emulsionante (4% en peso respecto a la fase
organica). La Tabla 5.2, resume las composiciones de los experimentos realizados. También, se
prepar6 una mezcla fisica a partir de un ldtex de acrilico puro (A) con ambas proteinas (CN y Z),
manteniendo la relacién acrilico/proteina correspondiente al latex A/CFZ, con el objetivo de

comparar su desempefio frente al de los latex hibridos.

Tabla 5.2. Formulacion de los ldtex hibridos sintetizados.

Proteinas (% wbTP ?) Proteina
Experimentos  Caseina Caseina Zeina total Iniciador Emulsificante
Nativa  Funcionalizada  Nativa (% wbm °)

A 0 0 0 0 KPS Dowfax
A/CN 100 0 0 25 TBHP -
A/CF 0 100 0 25 TBHP -
A/CNZ 95 0 5 25 TBHP -
A/CFZ 0 95 5 25 KPS -

2 wbTP: peso en base al contenido de proteina total; ® wbm: peso en base al total de monémero acrilico.
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5.2.2. Caracterizacion de las miniemulsiones y de los latex

La conversion total de los monémeros (x) se midié gravimétricamente. Los didmetros medios
de las gotas (Dd) y de las particulas (Dp) se determinaron mediante dispersion dindmica de luz
(DLS) empleando un fotémetro BI-9000 de Brookhaven. Para evitar la desestabilizacion de las
gotas y la pérdida de mondmeros en las gotas o particulas durante la caracterizacion por DLS, las
muestras se diluyeron en una solucién acuosa saturada con caseina (o Dowfax 2EP para el
experimento A) y con los monémeros.

El porcentaje de proteina libre (FP) que se encuentra soluble en el agua o adsorbida sobre las
particulas, es decir la proteina que no forma parte de las particulas hibridas, se cuantificé mediante
espectroscopia UV utilizando un espectrofotémetro Perkin-Elmer Lambda 25 UV-Visible y se
expres6 como la relacién (en masa) entre la proteina libre y la proteina cargada inicialmente. La
proteina libre se separd de los latex mediante 3 etapas de lavado, recuperacion por centrifugacién
y redispersion, empleando agua desionizada en la primera etapa y una solucién de SLS (0.1%) en
las dltimas dos etapas.’® A continuacion, se cuantificé la concentracion de proteina soluble (en
los sobrenadantes) correlacionando el drea del pico a 280 nm con una curva de calibracién de
concentracién de la proteina.

La fraccién insoluble (IF) contenida en los materiales hibridos se determind mediante
extraccion soxhlet con THF durante 24 h. Cabe sefialar que el IF podria estar constituido por el
gel acrilico, el copolimero acrilico-proteina injertada y la proteina libre, que también es insoluble
en THF.

La morfologia de las particulas se investigd mediante microscopia electrénica de transmision
(TEM), empleando un microscopio JEOL 100 CX (100 kV). Las muestras de TEM se prepararon
colocando una gota de latex diluido (alrededor de 0.01% en peso de contenido de s6lidos) en una
rejilla de cobre revestida con Formvar ®. Luego, se le afiadi6 una gota de soluciéon de UAc al 1%

en peso, para teflir negativamente la superficie de las particulas.
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5.2.3. Caracterizacion de las peliculas

Las peliculas hibridas se obtuvieron secando los litex en molde de siliconas, a 22 °C y 55%
de HR durante una semana.

La temperatura minima de formacién de film (MFFT) de los latex se midi6 con un método
6ptico.”® Para ello, se aplicé una delgada capa de latex (120 um de espesor himedo) sobre una
placa metdlica en la cual se aplic6 un gradiente de temperatura (2-40 °C). Luego, se dejé secar
para determinar el valor MFFT, como la temperatura a la cual se observa la transicién en la
transparencia del film.

La morfologia superficial e interna de los films se estudié por microscopia de fuerza atémica
(AFM) en modo tapping, empleando el equipo comercial Nanotec Electronic. Para el estudio de
la superficie, se preparé un film (120 pm de espesor en hiimedo) sobre papel sellante y se secaron
a temperatura ambiente durante la noche. Para el estudio interno del film, se cortaron
transversalmente peliculas de aproximadamente 1 mm de espesor, después de congelarlas con
nitrégeno liquido. La adquisicion y el procesamiento de imagenes se realiz6 con un software libre
WSxM25.

Se realizaron mediciones de calorimetria diferencial de barrido (DSC) y andlisis
termogravimétrico (TGA) con equipos Q2000 y Q500 (ambos de TA Instruments),
respectivamente. Para el andlisis de TGA, 5 mg de cada muestra fueron sometidos a una rampa
de temperatura desde 25 a 600 °C, con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min y bajo
atmésfera de nitrégeno. La temperatura de descomposicion maxima (Tamax) se determiné como
la correspondiente al mdximo del pico principal obtenido en la curva de la derivada de la pérdida
de peso en funcién de la temperatura. Debido a que ambas proteinas poseen transiciones vitreas
(Tg) proximas al comiendo de su temperatura de degradacién (alrededor de 170 °C), los estudios
de DSC se llevaron a cabo desde —80 a 130 °C con una velocidad de calentamiento de 10 © C/min.

A cada muestra, de aproximadamente 5 mg, se le aplico tres ciclos de temperatura (calentamiento-
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enfriamiento-calentamiento) y se determiné su Tg durante el segundo calentamiento, adoptando
la temperatura del punto medio del cambio de capacidad calorifica.

La resistencia al bloqueo se evalu6 siguiendo la norma ASTM D 4946-89. A tal efecto, se
aplicaron latex sobre papel sellante utilizando un aplicador de marco con un espesor en hiimedo
de 120 um y se secaron durante dos dias a temperatura ambiente. Luego, se cortaron seis
cuadrados con un drea de 38 mm x 38 mm y se colocaron enfrentando las superficies recubiertas
bajo un peso que equivale a 12.45 kPa de presién a 60 °C durante 30 min. El grado de resistencia
al bloqueo se determind al intentar despegar ambos recortes, reportando el resultado en una escala
de 0 a 10 (minimo y m4ximo bloqueo, respectivamente).

Las muestras para ensayos de traccion se prepararon siguiendo la norma ASTM D882. Para
esto, se cortaron 5 muestras con forma de mancuerna (9.53 mm de longitud y una seccién
transversal de 3.18 mm x 1 mm), para cada material. Los ensayos se llevaron a cabo de acuerdo
a la norma ASTM D638, con una velocidad de estiramiento de 25 mm/min. Por otro lado, la
dureza del material se determiné como la fuerza de compresion requerida para penetrar 1 mm de
la muestra con una punta plana cilindrica de 2 mm de didmetro. Ambas pruebas se realizaron en
una méquina de ensayo universal (INSTRON 3344), a 23 °C y 50% de HR.

Se midi6 el dngulo de contacto estitico (CA) del agua sobre las superficies de la pelicula. A
tal efecto, se formaron films de 120 um (espesor himedo) sobre una placa de vidrio y se secaron
a temperatura ambiente durante la noche. Luego, se depositaron gotas de agua destilada (23 pl)
sobre la superficie de las peliculas. El CA se obtuvo mediante el método LBADSA implementado
en un software bajo ImageJ.!”® Para cada muestra, el CA promedio se informé a partir de 10
mediciones.

Se llevaron a cabo pruebas de resistencia al agua y al disolvente orgdnico (metil etil cetona,
MEK) sobre muestras de films de 1 mm de espesor y 10 mm de didmetro. Las muestras se
sumergieron en los distintos solventes (agua o MEK) a temperatura ambiente durante 8 horas. A

lo largo del ensayo, las muestras se retiraron del solvente, se secaron cuidadosamente, se pesaron
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e inmediatamente se sumergieron nuevamente. La absorcién de agua y MEK (Aw y Awmex
respectivamente) se reporté como el porcentaje de la masa de solvente absorbido, respecto al peso
inicial del film seco.

Por dltimo, se investigd la capacidad de biodegradacion de los materiales hibridos en
condiciones de compostaje. Para esto, los films (10 mm de didmetro y 1 mm de espesor) se
enterraron en un compost organico comercial con un 55% de humedad, y se mantuvieron a 30 °C
durante 7 y 14 dias. Transcurrido el tiempo, las muestras se retiraron, se limpiaron
cuidadosamente y se secaron en estufa a 70 °C. La biodegradabilidad se reporté como la pérdida
de peso registrada, respecto al contenido inicial de proteina en el film seco (parte degradable de

las peliculas).

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de las diferentes polimerizaciones
exploradas. La investigacion involucra la sintesis de latex hibridos, basados en proteinas, donde
la caseina es el bio-componente principal, y la zeina se incorpora en menor proporcién para
mejorar la resistencia al agua de los materiales. En todos los casos se mantuvo constante la

relacién acrilico/proteina.

5.3.1. Caracterizacion de las miniemulsiones y de los latex hibridos
En la Tabla 5.3 se resumen los resultados de conversion, didmetros de gota y particula, la
relacion entre Np/Nd, la proteina libre y la fraccion de insolubles de los materiales obtenidos en

las polimerizaciones en miniemulsidn investigadas.

Conversion de monomeros, didmetros de gotas y de particulas
Como se puede observar, en idénticas condiciones de miniemulsificaciéon y después de 3 h de
polimerizacién, cuando se utilizé6 KPS como iniciador (experimentos A y A/CFZ) la conversién

final de monémeros fue de alrededor del 95%, mientras que cuando se emple6 TBHP fue un poco
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menor. Ademas, el uso de caseina metacrilada (CF) en los latex basados tinicamente en caseina,
produjo un descenso de la conversion final (A/CF) con respecto al caso en que la caseina nativa
fue el biomaterial incorporado (A/CN). Esto puede deberse a que los grupos amino de la caseina
se redujeron después de la metacrilacion de la caseina (Tabla 1.2, Seccién 1.2 del Capitulo 1) y,
en consecuencia, la eficiencia del TBHP para iniciar la polimerizacién también disminuyd, debido

a que dicha iniciacién involucra a los grupos amino de la caseina.®>¥

Tabla 5.3. Resultados de polimerizacion finales para la obtencion de los ldtex hibridos
Experimentos x (%) Dd(nm) Dp(mm) Np/Nd FP (%) IF (%)

A 94 189 130 3.1 - 3
A/CN 89 223 170 23 67 95
A/CF 86 178 177 1.1 60 90
A/CNZ 90 248 190 22 57 93
A/CFZ 95 209 168 1.9 25 91

Como se puede ver en la Tabla 5.3, todos los latex hibridos presentaron un Dp final menor que
Dd, lo que resulté en relaciones Np/Nd entre 1.1 y 2.3. Este resultado indica la presencia de
nucleacién secundaria por mecanismos micelar u homogéneo, que habrian dado lugar a la
formacion de nuevas particulas no hibridas. La caseina nativa presenta un cardcter anfifilico con
una concentracion micelar critica de 0.83 mg/ml; sin embargo, la incorporacién de grupos
metacrilicos en la caseina funcionalizada afecta su capacidad emulsionante (secciéon 1.2.1,
Capitulo 1) y promueve su polimerizacién a través de los grupos vinilicos adicionados (es decir,
actia como un emulsificante polimerizable, un surfmer).®® La capacidad de la caseina
funcionalizada para injertarse al acrilico evita su migracién desde las particulas hibridas y, por lo
tanto, su uso redujo la formacién de nuevas particulas de polimero por nucleacién secundaria, lo
que resulté en un Np/Nd més bajo que cuando se empled caseina nativa. Por otro lado, los valores
finales de Dp de las nanoparticulas hibridas fueron superiores a los de las nanoparticulas de
acrilico puro (A), debido a que en las primeras se incorporé una proteina natural como

estabilizador en lugar de un emulsionante convencional de bajo peso molecular (Dowfax EP).
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Ademas, en ausencia de proteinas (A) se observé una importante nucleacion secundaria, con un

Np/Nd superior a 3, probablemente debido al exceso de emulsionante incorporado.

Microestructura molecular de las particulas hibridas (proteina libre y fraccion

insoluble)

Una cuestiéon importante a considerar en los materiales hibridos es su microestructura
molecular. En este sentido, se analiz6 el grado de compatibilidad entre los biomateriales y el
copolimero sintético. La compatibilidad entre los materiales se puede determinar cuantificando la
proteina que se encuentra libre en el medio (FP), es decir aquella que no forma parte de las
particulas hibridas. De acuerdo a esto, los ldtex hibridos basados en caseifna sintetizados con
caseina metacrilada (A/CF) mostraron valores de FP mds bajos que los obtenidos cuando se
incorporé caseina nativa (A/CN). La metacrilaciéon previa de caseina con GMA aumentd
significativamente el injerto de la misma, lo que produce una mejora en el grado de
compatibilidad de las particulas de acrilico/caseina. Estos resultados concuerdan con lo observado

por Picchio et al.*®

, donde se demostrd que el incremento del grado de modificacién de la proteina
mejord el injerto proteina/acrilico. Sin embargo, A/CN mostré valores de FP superiores a los
reportados por Picchio et al.*® (~ 80%) cuando se usé caseina nativa. Esta diferencia podria
deberse tanto a: i) el empleo de un proceso de polimerizacion diferente (Picchio et al.®® utilizaron
polimerizaciéon en emulsién, en lugar de polimerizacién en miniemulsidn); y ii) que se afiadi6
GMA a la fase orgdnica durante la preparacién de la miniemulsién, favoreciendo la modificacién
de la caseina resultando en la disminucion del valor de FP (67%).

Ademads, se puede observar que cuando se incorporé zeina (A/CNZ y A/CFZ) los valores de
FP fueron mds bajos que en sus latex homdlogos sin zefna. Este aumento de compatibilizacion de
la fase proteina podria deberse probablemente a las altas interacciones reportadas entre ambas
proteinas, que podrian favorecer la reduccién de la proteina libre, al dificultar la desorcién de la

caseina de las particulas de polimero. Se ha informado que la caseina es un estabilizador ideal

para las particulas de zeina debido a la adsorcién de moléculas de proteina anfifilica (caseina) en
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dominios de zeina mediante interacciones hidréfobas. !0 (Este resultado y esta capacidad que
se reporta, serd la base para la preparaciéon de bioparticulas proteicas promotoras de la
polimerizacién sembrada de mondémeros acrilicos, que se tratard en el Capitulo 6 de esta Tesis).
Por otro lado, todas las muestras hibridas presentaron IF superior al 90%, independientemente
de su composicion proteica. Considerando que el IF de los materiales hibridos estd compuesto
por el gel acrilico, la proteina libre y el copolimero acrilico-injerto-proteina, un IF alto indica una
contribucién importante del contenido de proteina acrilica injertada, debido a que el IF atribuido

al acrilico puro A es muy bajo (IF = 3%).

Morfologia de las particulas hibridas

La Figura 5.2 muestra la morfologia de las nanoparticulas obtenidas a partir de los latex A/CF
y A/CFZ, preparados a la misma dilucién. El latex sintetizado solo con caseina como biomaterial
(A/CF, Figura 5.2a) present6 particulas compatibilizadas con superficies lisas. Sin embargo,
cuando se incorporé zeina (A/CFZ, Figura 5.2c), las particulas presentaron una superficie mas
rugosa. Es importante resaltar que no se observd la presencia de aglomerados de proteina
separados, demostrando que la polimerizacién en miniemulsién permiti6 la sintesis de particulas
acrilicas/proteicas compatibilizadas. Ademds, las imdgenes de TEM obtenidas a una
magnificacion de 20000x (Figura 4.2.b y d) evidenciaron una amplia distribucién del tamafio de
particula para ambos latex, A/CF y A/CFZ, respectivamente, con la presencia de particulas
pequeiias, probablemente formadas por nucleacién secundaria.

De la misma forma, mediante la técnica de DLS se obtuvo una amplia distribucién del tamafio

de particula, confirmando la presencia de particulas pequeiias (Figura 5.3).
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— 0.2 pm = 0.2 pm

Figura 5.2. Morfologia de las particulas de los ldtex hibridos A/CF (a-b) y A/CFZ (c-d) obtenidos
por TEM.
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Figura 5.3. Distribucion de particulas de ldatex hibridos A/CF y A/CFZ obtenidos por DLS.

5.3.2. Caracterizacion de las peliculas hibridas

Formacion de films

Una propiedad importante de una dispersion polimérica es su capacidad para formar films lisos
y homogéneos. Esta propiedad se caracteriza por la MFFT, que define el rango de temperatura de

aplicacion del latex. Como se puede observar en la Figura 5.4, todos los latex hibridos produjeron

131



Capitulo 5: sintesis de latex hibridos acrilico/caseina con incorporacién de zeina mediante polimerizacién
en miniemulsion

films transparentes a temperatura ambiente, con una MFFT por debajo de 2 °C. Como es sabido,

191 Por otro

una pelicula altamente transparente indica la ausencia de grandes fases segregadas.
lado, como era esperado, la incorporacién de zeina en la formulacién del l4tex hibrido, torna los
films de un color mas amarillento, caracteristico de esa proteina. Ademads, se puede apreciar que

la transparencia de las peliculas obtenidas con CF es mayor que cuando se utiliza CN, indicando

que el grado de compatibilidad entre las fases es mayor cuando se usa la proteina metacrilada.
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dolysdrs and  Polyierzand  Polysees and Polylt-f"iand Pogg“fnd
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A/CNZ

Figura 5.4. Imagen de las peliculas (con forma de disco hueco) obtenidas a partir de diferentes

Sformulaciones.

Para comparar las propiedades de las peliculas hibridas, se prepar6 la mezcla fisica de latex
acrilico puro (A) con caseina y zeina (PMix), manteniendo la misma relacién acrilico/proteina de
los latex hibridos A/CFZ. En contraste con las peliculas hibridas sintetizadas mediante la
polimerizacién en miniemulsidon, la pelicula PMix es opaca, heterogénea y presentaba grandes
segregaciones de zeina (Figura 5.5). Esta heterogeneidad es consecuencia del cardcter hidréfobo
de la zeina, que dificulta su incorporacién y produce la segregacion de la misma durante la
formacidn del film. Esta incompatibilizacién entre las proteinas y el polimero acrilico se evidencia
atn mds al cuantificar la proteina libre de PMix, que alcanza un valor de 96%. Este valor tan alto
de FP indica que la mayor parte de las proteinas permanecié soluble en la fase acuosa de la

dispersion y/o se separ6 de las particulas de polimero acrilico.

Figura 5.5. Imagen de la pelicula obtenida a partir de PMix.
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Por otro lado, es fundamental conocer la morfologia de los films hibridos para comprender
adecuadamente el comportamiento de los materiales. Por esta razén, se llevaron a cabo estudios
de la morfologia tanto de la superficie, como del corte transversal del film. La Figura 5.6 muestra
imagenes en fase tomadas por AFM para la pelicula libre de proteinas (A) y para dos films hibridos
que contienen caseina metacrilada (A/CF y A/CFZ). Las imagenes de fase proporcionan un
contraste entre la fase blanda (contraste oscuro) y la fase dura (contraste claro). De esta manera,
se puede observar que la superficie y la seccidn transversal de la pelicula acrilica pura (Figura
5.6a-b) presentan la formacién de una pelicula homogénea y continua, con una fase blanda tnica
debido a la coalescencia completa de las particulas acrilicas. Por el contrario, las peliculas hibridas
(Figura 5.6¢-f), mostraron peliculas con una fase dura continua y coalescida (fase proteica) con
pequeiios dominios blandos (fase acrilica).

Cabe sefialar que la técnica de AFM no permite diferenciar las proteinas (caseina y zeina),
debido a que ambas poseen temperaturas de transicion vitrea similares (~ 170 ° C) y, por lo tanto,
dureza similar. A pesar de su alta Tg, la morfologia de la pelicula mostré que las particulas
hibridas de acrilico/proteina estaban completamente coalescidas, principalmente a través de la
fase proteica. Esto se debe a que la caseina (encargada de estabilizar las particulas) se encuentra
en la superficie de las particulas (coraza), y posee la capacidad de coalescer debido a que el agua
acttia como plastificante.!””!”8 Mds especificamente, durante el proceso de secado de la pelicula,
el agua presente plastifica la fase proteica favoreciendo la coalescencia de las particulas a través
de la coraza de caseina. Una vez evaporada el agua en la pelicula, la fase proteica recupera su Tg
resultando una fase dura que contiene los nicleos acrilicos blandos ocluidos, como se observa en

la Figura 5.6.
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A

Superficie del film

Corte transversal del film

-352.38 Hz

Figura 5.6. Imdgenes de AFM en fase (2000 nm x 2000 nm) de la pelicula acrilica pura (a, b);

la pelicula A/CF (c, d) y la pelicula A/CFZ (e, f).

Como se puede observar, para ambos materiales hibridos (con y sin zeina) la fase proteica se
distribuy6é uniformemente alrededor de la fase acrilica blanda, sin la aparicién de grandes
segregaciones de fase, lo que indica que los componentes lograron una alta compatibilizacién y
una movilidad restringida de la proteina durante la formacién de la pelicula.’’*1%® Esta
observacion esta de acuerdo con la alta compatibilidad indicada por los bajos valores de FP (Tabla
5.3). En contraste, las imdgenes AFM para la superficie de los films obtenidas a partir de la mezcla
fisica PMix mostraron una fase continua dura con presencia de grandes e irregulares agregados
de particulas acrilicas (Figura 5.7a), debido a la falta de compatibilizacién entre proteinas y
polimero acrilico. Ademas, para facilitar la comparacién en la Figura 5.7b se muestra, en la misma
escala de fase, el homo6logo hibrido (A/CFZ) el cual presenta un grado de distribucion de las fases

a escala nanométrica.
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256.52 Hz

a)
L

-307.96 Hz

Figura 5.7. Imdgenes de AFM en fase (5000 nm x 5000 nm) de la superficie de peliculas de PMix

(a) y A/CFZ (b).

Propiedades térmicas de los films

La Tabla 5.4 resume los resultados de Tg y Tamax para las peliculas hibridas, asi como para

cada una de las proteinas puras y las peliculas acrilicas.

Tabla 5.4. Tg y Tymax de los materiales hibridos. Comparacion con sus componentes

Experimentos Tg (°C) Tamax(°C)

A -35.03 385.9
Caseina 183.0% 351.8
Zeina 154.1 356.8
A/CN -36.29 386.5
A/CF -35.34 387.8
A/CNZ -37.43 381.9
A/CFZ -33.82 382.5

Todos los polimeros hibridos presentaron una Tg similar, aproximadamente a -35 °C,
coincidiendo con lo observado para A, debido a que todos poseen la misma composicién de
mondmero acrilico (BA/MMA = 80/20). Estos materiales deberian evidenciar al menos dos Tg,
una correspondiente al polimero acrilico y la otra a la fase proteica.’” Sin embargo, debido a que
la transicién vitrea de ambas proteinas coincide con el inicio de su descomposicién térmica
(~ 170 °C),*192 los ensayos de DSC se realizaron hasta 130 °C. Es por esta razén que no se

informan los valores de Tg mds altos y correspondiente a la fase proteica.
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En la Figura 5.8 se observan los resultados de TGA para las proteinas, el acrilico puro y los
materiales hibridos. De estos resultados se desprende que la degradacién térmica fue mas evidente
para la caseina, la cual perdi6 aproximadamente el 10% de su peso antes de alcanzar los 200 °C
(Figura 5.8b). Las proteinas nativas presentaron un amplio rango de descomposicién con una
Tamax proxima a los 350 °C, mientras que la pelicula de acrilico puro (A) exhibié un solo paso de
pérdida de peso con una Tamsx cercano a los 386 °C. Por otro lado, los materiales hibridos
mostraron una Tqmsx de alrededor de 386 °C, sin variacion significativa respecto a la muestra A.
Este resultado coincide con lo reportado para materiales similares (basados en caseina/acrilico),
donde un alto grado de injerto de la proteina no afectd significativamente la temperatura de
degradacion de los nanocompuestos.** Sin embargo, las peliculas hibridas comienzan a
degradarse a una temperatura mds baja que las peliculas de acrilico puro, coincidiendo con la
degradacién de las proteinas puras (caseina y zeina), lo cual es consistente con los reportes
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Figura 5.8. Derivada de la pérdida de peso para componentes puros y peliculas hibridas (a), y

pérdida de peso para las proteinas nativas y el film de acrilico puro (b)

Comportamiento mecdnico
La resistencia al bloqueo es un pardmetro clave de los materiales poliméricos para su

aplicacién como recubrimientos, ya que permite determinar la capacidad del material a no
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adherirse a si mismos cuando dos superficies recubiertas entran en contacto. La Figura 5.9
muestra el valor de indice de antibloqueo promedio para las peliculas hibridas y las acrilicas puras.
Como era de esperar, la pelicula acrilica (A) presenté poca capacidad antibloqueo debido a su
baja Tg, con una adherencia total entre superficies (Figura 5.9b), mientras que, las peliculas
hibridas mostraron una buena resistencia al bloqueo. Esto se debe a que la incorporacién de un
material con alta Tg (como las proteinas) a una formulacion acrilica blanda (con baja Tg) mejora
la resistencia al bloqueo, al reducir la energia de adherencia y aumentar el mddulo de
almacenamiento.’’3*!%* El aumento en el médulo de la pelicula, hace que la misma no se deforme
ante la compresion, ofreciendo mayor resistencia a la deformacién y desfavoreciendo el contacto
perfecto entre las superficies. Como se puede observar en la Figura 5.9a, cuando se empled
caseina modificada (A/CF y A/CFZ) resultaron valores més altos de resistencia al bloqueo con
respecto a aquellos con caseina nativa, indicando que la mejora en la compatibilidad promueve la
sinergia entre las fases (es decir, una fase blanda y adhesiva, con otra dura y sin adhesividad). Por
otro lado, A/CFZ dio como resultado una pelicula completamente sin bloqueo (el grado maximo

de antibloqueo) sin rastros de adherencia en la superficie (Figura 5.9b).
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Figura 5.9. Resistencia al bloqueo de peliculas hibridas y acrilicas puras.

Los resultados de los ensayos de traccion y de dureza de las peliculas hibridas y de la pelicula
acrilica pura se muestran en la Tabla 5.5. Como se conoce, las peliculas de proteinas puras son

muy fragiles, mientras que el film de acrilico puro (A) es un material muy blando que se deforma
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facilmente, alcanzando elevadas deformaciones (elongacién a la rotura cercana al 3400 %) sin
recuperacion eldstica (Figura 5.10.a). Esto se debe a que el copolimero BA/MMA puro posee una
Tg por debajo de la temperatura del ensayo (23 °C) y, por lo tanto, se encuentra en un estado
gomoso (Tabla 5.4).

La incorporacién de proteinas, como componente rigido de alta Tg, generd peliculas hibridas
con menor capacidad de deformacién que las peliculas acrilicas puras (A). Sin embargo, estas
peliculas soportaron deformaciones importantes (> 300%) y presentaron una mayor dureza
(> 39 N). Estos resultados concuerdan con los reportados para materiales similares, donde la
incorporacién de una fase de proteina dura mejor6 las propiedades mecdnicas.”>!'** Ademds, al
emplear la caseina funcionalizada (A/CF y A/CFZ), los materiales se fortalecieron, disminuyendo
su alargamiento a la rotura, aumentando tanto la resistencia a la traccién como la dureza, en
comparaciéon con sus andlogos obtenidos a partir de caseina nativa (A/CN y A/CNZ,
respectivamente). Este comportamiento estd directamente relacionado con los valores de FP,
debido a que la incorporacién de caseina metacrilada redujo la cantidad de proteina libre, lo que
contribuy6 a producir una red reticulada, afectando asf el rendimiento mecanico.

Tabla 5.5. Rendimiento mecdnico de peliculas hibridas acrilicas/proteicas. Comparacion con
una pelicula acrilica

Experimento Resistencia tensil Elongacién a la rotura Dureza
(MPa) (%) (N)

A 0.2 £0.01 3395.7 £135.82 1.0 £0.04

A/CN 6.9 £0.49 561.0 £10.46 40.5 £1.57

A/CF 8.6 £0.15 387.8 £24.93 44.7 £1.58

A/CNZ 6.6 £0.32 487.6 £12.36 39.3 £3.83

A/CFZ 6.8 £0.18 305.8 £10.05 50.8 £1.64

Ademas, el contenido de zeina de las peliculas hibridas no afecté significativamente su
comportamiento de traccién con respecto a las peliculas hibridas sin zeina. Esto se debe a que
todas las peliculas hibridas tienen el mismo contenido de proteina total (25%) y ambas proteinas

tienen Tg similar, por lo que la relacién entre la fase dura (proteica) y la fase blanda (acrilica) se
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mantuvo constante. A pesar de esto, la presencia de zeina produjo una pequeiia reduccién en la
resistencia a la traccién y en la capacidad de alargamiento. Por otro lado, el efecto de la falta de
compatibilidad en un material hibrido sobre las propiedades mecénicas se puede observar en la
Figura 5.10.b, donde se compara la pelicula obtenida por mezcla fisica (PMix) con el hibrido
homoélogo (A/CFZ). Claramente, el film PMix presenté menor resistencia a la tracciéon y capacidad

de alargamiento, como consecuencia de la falta de compatibilidad entre ambas fases.
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Figura 5.10. Resultados de la prueba de traccioén para peliculas hibridas de acrilico/proteina y

para la pelicula acrilica pura (a), y su comparacion con la mezcla fisica PMix (b).

Resistencia a los solventes

La resistencia a los disolventes es un requisito de rendimiento esencial para la mayoria de las
aplicaciones de latex para recubrimientos. Mientras que los films de acrilico puro (A) tienen una
alta resistencia al agua (8.5% de absorcion de agua después de 8 horas de inmersion), su
resistencia a los solventes orgdnicos es pobre y se disuelve completamente luego de estar en
contacto con MEK. Por este motivo, las peliculas hibridas acrilico/proteinas se evaluaron
midiendo el dngulo de contacto estdtico (CA) y la resistencia a los disolventes por inmersién en
agua y MEK (como disolvente organico).

Las mediciones del 4ngulo de contacto se emplean ampliamente para evaluar la hidrofobicidad

de la superficie de la pelicula.'” La Figura 5.11a resume los valores de CA medidos en las
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superficies de las peliculas de acrilico puro y de los films hibridos. Las peliculas hibridas basadas
s6lo en caseina (A/CN y A/CF) mostraron un CA menor que la pelicula acrilica pura, debido a la
naturaleza hidrofila de la caseina, exhibiendo en ambos casos valores similares (~ 75°), debido a
que ambos ldtex tenfan el mismo contenido de caseina (25% en peso) y FP similar (entre 60-

67 %).
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Figura 5.11. Angulos de contacto estdtico de una gota de agua sobre la superficie de las peliculas
hibridas y de acrilico puro (a);, Imagen de una gota de agua sobre la superficie de peliculas

hibridas con y sin zeina (b).

Sin embargo, la incorporacién de zeina (A/CNZ y A/CFZ) increment6 el CA obtenido, como
consecuencia del aumento de la hidrofobicidad superficial de estos materiales, en comparacion
con la de las peliculas a base de caseina (Figura 5.11b). La naturaleza hidrofébica de la zeina
contrarresta la hidrofilicidad de la caseina, alcanzando un CA similar al obtenido en la pelicula

acrilica pura (= 82°).

Un resultado similar se espera al analizar la resistencia de estos materiales frente a los
solventes. La Figura 5.12 muestra la absorcidon de agua destilada y MEK (Aw y Awmex,
respectivamente) de los films hibridos, durante 8 horas de inmersién a temperatura ambiente. El
fenémeno de absorcién en agua se debe principalmente a la presencia de componentes polares o
cargados iénicamente que se encuentran en los latex, los cuales permanecen atrapados en las areas

intersticiales de las peliculas, y se convierten en una fuerza impulsora para la migracién de agua
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desde el medio hacia estas dreas intersticiales de las peliculas. Ademas, las peliculas hibridas
basadas s6lo en casefna presentan un inconveniente importante debido principalmente a la
naturaleza altamente hidréfila de dicha proteina y su alto contenido en estas. Por lo tanto, los
dominios de caseina no injertados (es decir, proteina libre) presentes en los films, podrian
hincharse con agua. En este escenario, el valor de Aw estara fuertemente relacionado con el grado
de injerto de la caseina, que modifica el carécter hidrofilico de la misma,*’ y de la presencia de
un componente hidrofébico compatibilizado, como podria ser la zeina. La Figura 5.12a muestra
que la resistencia al agua de las peliculas hibridas mejoré cuando se redujo la cantidad de proteina
libre (aument6 el grado de injerto) al incorporar CF en lugar de CN, resultando en valores més
bajos de Aw. Ademas, las peliculas hibridas a base de caseina que contienen zeina (A/CNZ y
A/CFZ) mostraron una mejor resistencia al agua (valores finales de Aw iguales a 232% y 117%,
respectivamente), con respecto a aquellos materiales que contienen caseina como tnico

biomaterial (valores finales de Aw para A/CN y A/CF iguales a 312% y 282%, respectivamente).
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Figura 5.12. Absorcion de agua (a) y de disolvente orgdnico (b) para peliculas de acrilico puro

y acrilico-proteinas.

Es importante resaltar que la pelicula A/CNZ presentd una mayor resistencia al agua (con Aw
menores) que las peliculas a base de caseina sin zeina (A/CN y A/CF), a pesar de poseer valores

de FP (57%) similares. Este resultado demuestra que, ain con una compatibilidad media entre las
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fases, la resistencia al agua de los materiales podria mejorarse notablemente, simplemente
sustituyendo el 5% del contenido de caseina por una proteina hidrofébica como la zeina. Este
resultado se hizo ain més evidente cuando se incorpord caseina matacrilada y zeina (A/CFZ),
alcanzando valores notablemente inferiores de Aw (~2.5 veces menos absorcion de agua que su
homdlogo sin zeina A/CF), lo que se atribuy6 a la presencia de la proteina hidrofébica, y a que
este material alcanzo el valor mas bajo de FP (indicando que las proteinas estin mayormente
injertadas o formando parte de la particula hibrida).

Por otro lado, como se mostré anteriormente en la Tabla 5.3, los materiales hibridos
presentaron una fraccién de material insoluble (IF) més alto que los films de acrilico puro, por lo
que es de esperar que la incorporacion de proteinas naturales en los latex acrilicos también mejore
considerablemente la resistencia de estos materiales a la inmersién en disolventes orgdnicos. De
acuerdo con esto, mientras que la pelicula A se disolvié completamente después de unos minutos
de inmersién en MEK, las peliculas hibridas resistieron la prueba sin desintegrarse (Figura 5.12b).
Este resultado es también una evidencia del efecto sinérgico entre ambos componentes, donde la
presencia de proteinas proporciona una barrera suficiente al solvente orgdnico.?” En este caso, se
observa que al disminuir FP se mejora la resistencia al solvente.

Por dltimo, se compardé el rendimiento de la pelicula obtenida a partir de la simple mezcla
fisica del latex acrilico puro con ambas proteinas (PMix), la cual no posee un efecto sinérgico
entre los caracteres hidréfilos e hidr6fobos de los materiales combinados. Debido a que PMix
mostré una rdpida degradacién del film, dificultando su manipulacién durante el ensayo de
absorcion, la resistencia a los solventes se reporté como la pérdida de peso de material (Wiess)
comparado con el peso inicial de la pelicula, luego de su inmersién en los solventes durante 8 hr.
La Figura 5.13 demostr6é que la pelicula PMix presenta una baja resistencia a la inmersién en
solventes (agua y MEK), con una gran pérdida de masa durante la prueba, en contraste con el film

hibrido homélogo (A/CFZ).
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Estos dltimos resultados demuestran que la estrategia de sintesis propuesta permitié obtener
peliculas hibridas con una importante fraccién de componentes renovables en la formulacion,
mejorando la hidrofobicidad del material y su resistencia a los solventes, al reemplazar una

pequeiia fraccién de caseina (la proteina hidréfila) por zeina (la proteina hidréfoba).

= Wlw en agua
s W, en MEK

Peso perdido %]
1

10 4

: [ wem
PMix A/CFZ

Figura 5.13. Comparacion de la resistencia a disolventes de PMix con sus peliculas homdlogas

A/CFZ

Biodegradabilidad de las peliculas en compost orgdnico

Los resultados de biodegradacidon en compost para peliculas acrilicas puras (A) y para los films
basados en caseina metacrilada (con y sin zeina) se presentan en la Figura 5.14. Estos se
reportaron como la pérdida de peso de las peliculas después de permanecer enterrados durante 7
y 14 dias en abono orgénico. Es importante aclarar que la fraccion degradable de estos materiales
s6lo corresponde a la fase proteica que conforma el film, dado que las proteinas naturales tienden
a degradarse en condiciones de compostaje. En este sentido, en apenas 14 dias, los materiales
hibridos perdieron casi el 80% del peso de la fraccion degradable del material (correspondiente a
aproximadamente el 15% del peso inicial del film completo). A pesar de que la fase acrilica no se
degradd, la incorporacién de proteinas naturales mejor6 la biodegradabilidad final del material.
Ademds, para la pelicula A/CFZ la velocidad de descomposicidn fue un poco més lenta al inicio,

comparada con las peliculas a base de caseina A/CF. Esto podria deberse a que la zeina posee
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propiedades repelentes al agua y, por lo tanto, los materiales a base de zeina son mas resistentes

a la acci6n de los microorganismos. '
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Figura 5.14. Biodegradacion de peliculas hibridas tras 7 y 14 dias de enterramiento en compost

orgdnico.

5.4. CONCLUSIONES

Se ha logrado sintetizar nanoparticulas hibridas que contienen dos proteinas (caseina y zeina)
como biopolimeros mediante un proceso en base acuosa, como es la polimerizaciéon en
miniemulsién y en ausencia de emulsificantes. convencionales Este proceso demostrd ser
adecuado para incorporar pequefias cantidades de zeina (una proteina hidréfoba) en
nanoparticulas hibridas altamente compatibilizadas. Por el contrario, el producto obtenido por la
mezcla fisica de un latex acrilico con ambas proteinas presentd separacién de fases tanto en la
dispersion (latex) como en la pelicula, debido a la falta de compatibilidad entre sus componentes.

Las peliculas hibridas obtenidas a partir de latex basados tnicamente en caseina mostraron
propiedades mecanicas mejoradas (con un alargamiento maximo de casi 500%), propiedades
anti-bloqueo y biodegradacién del suelo (cerca del 15%), manteniendo baja MFFT y T max Similar
a las de su homdloga acrilica pura. Ademds, en comparacién con la caseina nativa, la

incorporacién de caseina previamente metacrilada redujo la cantidad de proteina libre remante en

144



Capitulo 5: sintesis de latex hibridos acrilico/caseina con incorporacién de zeina mediante polimerizacién
en miniemulsion

los latex, mejorando la compatibilizacion de las nanoparticulas de acrilico/proteinas y
consecuentemente sus propiedades finales. Sin embargo, se observé que un inconveniente
importante de las peliculas basadas tinicamente en caseina es su susceptibilidad al agua, lo que
reduce tanto su resistencia a los solventes, como la hidrofobicidad de la superficie del material
(d4ngulo de contacto cercano a 75°), debido al cardcter hidrofilico de la caseina. Pero pudo
observarse que la incorporacion de una pequefia fraccion de zeina (5%) mejord significativamente
la resistencia al agua de las peliculas hibridas y aumenté su hidrofobicidad superficial (dngulo de
contacto igual a 83°), sin modificar significativamente sus propiedades mecénicas y térmicas.
Estas peliculas hibridas son materiales atractivos, con un alto potencial para aplicaciones
industriales como recubrimientos.

Estos resultados alientan a desarrollar un proceso de polimerizacién capaz de producir
nanoparticulas hibridas con una mayor cantidad de zeina incorporada, que mejore el aporte de
este componente hidrofébico sobre el comportamiento global del material hibrido. Es por ello que
en el Capitulo 6 se muestran los primeros resultados de la investigacién de una nueva alternativa

de sintesis para producir materiales con alto contenido de proteinas y una mayor fraccién de zeina.
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CAPITULO 6: LATEX HIBRIDOS BASADOS EN ZEINA-CASEINA
SINTETIZADOS POR POLIMERIZACION EN EMULSION
SEMI-BATCH SEMBRADA, PARA SU APLICACION COMO
RECUBRIMIENTO ENTERICOf

6.1. INTRODUCCION

La administracion oral es reconocida como la ruta de preferencia para el tratamiento de
diversas enfermedades, por ser un método de mayor complacencia para el paciente. Actualmente
los comprimidos sélidos representan el 80 % de todas las formas de dosificacién disponibles o
administradas al hombre, ya que ademds presenta otras ventajas como, la facilidad de fabricacién
y una mayor estabilidad en comparacion con las formas farmacéuticas liquidas o semisélidas.'*

Sin embargo, la incorporacién de farmacos por esta via muchas veces requiere de la proteccién
eficiente del principio activo contra el ambiente hostil del estémago (altamente 4cido), para
mantener la actividad biolégica del farmaco y asegurar su correcta accién.'® En este contexto, de
acuerdo con la Administracién de Drogas y Alimentos (FDA) y la Farmacopea de Estados Unidos
(USP), las formas de dosificacién oral sélidas protegidas (de liberacién modificada), se pueden
clasificar en recubrimientos para liberacion retardada (recubrimiento entérico) o para la liberacién
prolongada (o sostenida) de los productos farmacéuticos (Figura 6.1)."” Sin embargo, existen
otros tipos de productos orales de liberacién modificada mas recientes, que incluyen la liberacién
por pulsos, la administracién dirigida (por ejemplo, especificamente a la mucosa oral, estémago,
intestino proximal, intestino distal y/o colon), o combinaciones de estas.'®’

Particularmente, los recubrimientos entéricos, son generalmente una capa delgada de polimero
que recubre uniformemente comprimidos, capsulas, pellets, o incluso los propios cristales del
principio activo.!® Esta capa de polimero se caracteriza principalmente por retardar la liberacién

del farmaco hasta que este se encuentra en el intestino delgado (a pH 6.8). Los materiales

' Los resultados presentados en este capitulo forman parte de la solicitud de patente nro. 20200103676
Allasia et al., “Composicion de polimeros orgénicos sintéticos y bioparticulas™ (2020).
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comunmente mas empleados son los derivados de la celulosa (CAP, ECD, HPMCP, entre otros)
y los derivados de 4cidos acrilicos como Eudragit® (producido por Evonik Industries AG).!%
Estos ultimos presentan ventajas frente a los derivados de la celulosa, porque al ser obtenidos a
partir de polimeros sintéticos (derivados de acrilatos y metacrilatos), es posible producir
materiales mds reproducibles, y sus propiedades (como el pH al que se solubilizan o la
permeabilidad al vapor de agua) pueden ajustarse facilmente modificando la formulacién acrilica,
las condiciones y estrategias de sintesis, dando lugar a los diferentes grados comerciales de
Eudragit®.'”® La Figura 6.2 representa la estructura bdsica de los polimeros de Eudragit®, con

las variantes que dan lugar a los diferentes subtipos de la marca.'*®

A Posibilidad de
B efectos
/\ /\ secundarios

Concentracién | B - Liberacion retardada
eficaz (entérica)

A - Liberacion convencional

C - Liberacion sostenida

D - Liberaciéon pulsada

Débil o nula
respuesta
farmacologica

Concentracion del farmaco

tiempo

Figura 6.1. Representacion genérica del perfil de concentracion del farmaco, para los diferentes

tipos de liberacion

Eudragit R1 R2 R3 R4

E PO,E100 CH; CH,CH,N(CH;), CH; CH,. C,H,

L,S CH; H CH; CH;

RL, RS H, CH;4 CH;, C,H; CH; CH,CH,N(CH;);” CI
NE 30D H, CH; CH;. C,H; H, CH, CH;. C,H;
ii’gf))__ssss ’ H, CH;4 H H, CH; CH;, C,H;

Figura 6.2. Estructura bdsica del Eudragit®, y sus derivados
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Especificamente, estos copolimeros se sintetizan mediante polimerizacién radicalaria, y los
polimeros resultantes son no téxicos, amorfos, con una Tg entre 9 y >150 °C (por lo que, en
algunos casos requieren de la adicién de plastificantes para su aplicacién), solubles a diferentes
pH (por ejemplo, pH > 6 para una liberacién entérica, pH > 7 para una liberacion dirigida al
colon), o no solubles (hinchables y permeables) para la liberacion sostenida. El recubrimiento se
lleva a cabo a partir de una solucién de estos polimeros (en solventes organicos, como isopropanol
0 acetona, o en agua), empleando la técnica de atomizacién.!*7!%

En este contexto, el empleo de biomateriales para sintetizar polimeros hibridos, podria resultar
una alternativa prometedora y mds amigable con el medio ambiente, para sustituir parcialmente
los monémeros acrilicos. A tal efecto, las proteinas surgen como posibles candidatas, debido a
que poseen multiples ventajas debido principalmente a su estructura aminodcida, que le confiere
a la proteina excelentes propiedades funcionales, sensibilidad al cambio de acidez del medio en
el que se encuentra, y degradabilidad por accién enzimética en condiciones fisioldgicas. Ademds,
otras caracteristicas relevantes de las proteinas es su no toxicidad, biocompatibilidad,
biodegradabilidad, alta estabilidad térmica y capacidad de formar peliculas,?°*-2%¢

Particularmente, el interés en la zeina (proteina de maiz) ha crecido dltimamente, debido a su
potencial aplicacién en el area biomédica, tanto en la ingenieria de tejidos como en sistemas para
la administracién de fdrmacos.?>?® Esto se debe a que, ademds de las ventajas antes
mencionadas, la zefna se caracteriza por ser insoluble en agua y soluble en mezclas alcohdlicas,
lo cual resulta favorable para la encapsulacion y proteccién de farmacos hidrofébicos,? y no se

203 Ademds, a diferencia de otras

ha revelado ninguna posible reaccién alérgica debido a su uso.
proteinas, la baja digestibilidad de la zeina debido a su limitada degradacién enzimadtica, pueden
aprovecharse para desarrollar sistemas de administracion, en los cuales la proteccién y liberacién
de las moléculas bioactivas esté controlado por la lenta digestion de la proteina.'®

En este contexto, dentro de los sistemas de liberacion de farmacos, el principal enfoque se

centra en la microencapsulacién, a partir de obtencién de nanoparticulas de zeina estabilizadas
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con diferentes biomateriales (Ver Tabla 1.3, seccién 1.2.2 del Capitulo 1), empleando una técnica
sencilla y escalable a nivel industrial, como lo es la precipitacion por antisolvente.

En el presente Capitulo se investiga la sintesis de un polimero hibrido acrilico/caseina/zeina,
que contenga un aporte balanceado de ambas proteinas con la fase acrilica. Tomando como base
el estudio realizado en el Capitulo 5 de esta Tesis, donde se sintetizé un sistema hibrido
acrilico/caseina/zeina, con una pequeiia fraccién de zeina, se propone en este Capitulo una
estrategia de sintesis que permita utilizar bioparticulas zeina/caseina como siembra en la
polimerizacidn en emulsiéon sembrada de monémero acrilicos. Con esta estrategia, se obtendran
latex hibridos, libres de plastificantes y emulsificantes convencionales, que sea capaz de formar
film a temperatura ambiente, resistir a los medios 4cidos y presentar sensibilidad al cambio de pH
(atribuido a la presencia de proteinas en su estructura), para su potencial aplicacién como
recubrimiento entérico. Es por ello que en este Capitulo se evaluard la potencialidad de los l4tex

y peliculas producidos para su aplicacién como recubrimiento entérico.

6.2. TRABAJO EXPERIMENTAL

La descripcién detallada de los materiales, la especificacion de los equipos, y los métodos de
sintesis y caracterizacién empleados a lo largo del trabajo experimental de esta Tesis, se presenta
en el Anexo. Por esta razén, a continuacién, se hara referencia s6lo a los aspectos del trabajo
experimental que se aplican especificamente a este Capitulo.

En una primera etapa del trabajo, se estudi6 la sintesis de las bioparticulas zeina-caseina,
empleando la técnica de antisolvente de precipitacién adaptada a las condiciones de esta Tesis,
con el objetivo de obtener dispersiones estables y optimizar el proceso para incrementar el
rendimiento de particulas. En una segunda etapa, se utilizaron las bioparticulas previamente
obtenidas como siembra en la polimerizacién en emulsién sembrada y semicontinua para producir
particulas hibridas acrilicos/proteinas. Se evalu6 el efecto del caudal de adicién de la mezcla de

monémeros sobre la cinética de polimerizacién y la formacién de las particulas hibridas. Por
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ultimo, se caracterizaron los films obtenidos por casting de estos latex, haciendo principal hincapié

en la sensibilidad al cambio de pH y la resistencia a los medios dcidos de los mismos.

6.2.1. Sintesis de bioparticulas zeina-caseina. Optimizacion del proceso

Como se mencioné anteriormente, las bioparticulas zeina-caseina se preparan a través de la
técnica antisolvente de precipitacién. Para esto, se prepara una solucién alcohdlica de zeina
(denominada ‘solvente’) y una solucion acuosa de caseina (denominada ‘antisolvente’). Si bien
esta técnica ha sido ampliamente estudiada, se reportan diferencias sobre la forma correcta de
poner en contacto dichas soluciones (alimentacion lenta ‘gota a gota’ o rapida, del antisolvente
sobre el solvente, o viceversa), y esto afecta la estabilidad de la dispersion final y el didmetro de
las particulas.6®18%190-205 Otrag variables de operacion que afectan el tamafio de particula son la
concentracion de zeina en el solvente, la concentracion de caseina en el antisolvente, la relacién
zeina:caseina, y la relacién solvente:antisolvente.%® A partir del analisis de los datos reportados,
se adoptd una relacién zeina:caseina 1:1, debido a que con ella se ha reportado la maxima
estabilidad de las bioparticulas y una correcta redispersién en agua (que se realiza en un punto
posterior del proceso).

El procedimiento propuesto y utilizado para la preparacion de las bioparticulas que se empled
en la Tesis se esquematiza en la Figura 6.3, mientras que la Tabla 6.1 muestra un ejemplo de la
receta empleada para la preparacion de cada una de las soluciones. El procedimiento implica la
alimentacion lenta y constante (= 0.66 g/min) de una de las soluciones sobre la otra solucidn,
mientras esta dltima se mantiene bajo agitacién magnética constante y con aplicacién de
ultrasonido. Para ello, se emple6 una bomba de jeringa que permitié controlar adecuadamente el
caudal de la dosificacién y un vaso encamisado conectado a un bafio refrigerante para mantener
la temperatura de la dispersién por debajo de 50°C. Las condiciones de ultrasonido fueron 70%
de amplitud, con ciclos de 10 segundos de encendido y 5 de apagado, empleando un equipo Sonics

VC 750 (potencia de 750 vatios). Una vez terminada la alimentacién de la solucién que fue
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cargada en la jeringa, se mantiene la sonicacién por 10 minutos adicionales para asegurar la
homogeneidad de la dispersion.

Una vez formada la dispersion de proteinas, se procede a secarla en moldes de silicona a 50 °C,
hasta eliminar completamente el agua y el etanol, obteniéndose una pelicula que contiene las
particulas de proteina (Foto de la Figura 6.3). Por ultimo, este film se redispersa en agua a
temperatura ambiente (3.2 % de solidos), y se centrifuga para eliminar los agregados de gran
tamaiio. Si bien se logra la redispersién completa en agua a temperatura ambiente, al terminar la
redispersién es conveniente sonicar durante 5 minutos para homogeneizar la muestra. Esto
permite romper pequefios agregados, reduciendo el Dp medio y mejorando el rendimiento final
del proceso.

Tabla 6.1. Ejemplo de una receta para sintetizar las nanoparticulas de zeina/caseina.

Soluciones  Reactivos Cantidades (g)
Antisolvent Caseina 0.5-1
ntisolvente
NaxCOs 0.2
(pH=11)
Agua 49
Solvent Zeina 0.5-1
olvente
Etanol (96% 13.4
(80 %v/v) (96%)
Agua 4
Meétodo 1 (A-S): Método 2 (S-A):
Antisolvente alimentado sobre solvente Solvente alimentado sobre antisolvente
ANTISOLVENTE SOLVENTE

N -

Solucion acuosa de caseina Solucion alcoholica de zeina

HE[:' >- i -<
N (50°C) F il
\/\ Caseina nativa Zeina nativa
ANTISOLVENTE
SOLVENTE Solucioén acuosa de

Solucién alcohdlica de
zeina

REDISPERSION caseina

EN AGUA

(T° ambiente)

Zeina nativa l \A Caseina nativa
APaniculas de ze@na CENTRIFUGACION Pax‘tig\}las de zeina .
estabilizadas con caseina i N estabilizadas con caseina

Figura 6.3. Esquema de sintesis de las bioparticulas empleando la técnica antisolvente de

precipitacion. Las particulas estabilizadas aparecen una vez comenzada la alimentacion.
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La Tabla 6.2 resume los experimentos realizados para la obtencion de las dispersiones de
bioparticulas zeina-caseina. Para esto, se emplearon dos concentraciones diferentes de zeina (2.5
y 5 %p/v) y caseina (1 y 2 %p/v), manteniendo constante la relacién madsica 1:1 entre las proteinas.
Ademais, se emplearon 3 velocidades diferentes de centrifugacion en la etapa final del proceso,
para la recuperacion de la dispersion de particulas (sobrenadante). Los cédigos de las dispersiones
obtenidas, contienen la informacién del método empleado para su sintesis mediante las
abreviaciones ‘A’ (para el antisolvente) y ‘S’ (para el solvente), incluyendo entre paréntesis la
concentracion de la zefna, y como subindice la velocidad de centrifugaciéon. De esta manera, S-
A(5)2s00 estarfa indicando que se empled el método 2, es decir, se aliment6 el solvente sobre el
antisolvente, usando 5% de zeina en el solvente y la recuperacion final de la redispersion de las

particulas se realizé a 2500 rpm.

Tabla 6.2. Experimentos realizados para la optimizacion de la obtencion de las bioparticulas.

Concentracién de Método empleado para poner en Velocidad de
Experimentos  la proteina en la contacto las soluciones centrifugacion
solucidén (%p/v) Método 1 (A-S)  Método 2 (S-A) (rpm)
S-A(2.5)2500 2500
S-A(2.5)1000 fg ZO jz ?;S X 4000
S-AQS)000 10000
A-S(2.5)2500 2500
A-S(2.5)a000 fg Zo jz é‘;s X 4000
ASQS50 10000
S-A(5)2500 2500
. V4
S-A(5)100 ; 8 Z) jz o X 4000
S-AG)oow 10000
A-S(5)2500 2500
. V4
A-S(5)4000 ; 3 Z) fllz CI;S X 4000
ASGhoow 10000

6.2.2. Sintesis de latex hibridos Acrilico/Proteinas
Los latex hibridos libres de emulsificantes convencionales, se sintetizaron por polimerizacion
semi-batch en emulsién, empleando las bioparticulas de proteinas obtenida anteriormente, como

siembra inicial. Para esto, la redispersion de las bioparticulas se cargd en el reactor de
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polimerizacion, se burbujeo N2 durante 20 minutos y se calentd hasta los 70 °C. Una vez alcanzada
la temperatura de reaccion deseada, se adiciond el iniciador (KPS), y se mantuvo bajo agitacién
durante 10 minutos antes de la adicién de los mondmeros. Esta estrategia permitié mejorar la
conversion final y reducir los codgulos formados. (Por razones de extension, estos resultados no
se incluyen en la Tesis). Por tltimo, se adicion6 el/los monémeros de forma continua empleando
una bomba peristaltica para mantener un caudal lento y constante, proximo a 0.06 g/min. En la
Tabla 6.3 se muestra una receta modelo, para la polimerizacién en emulsién con una relacién
proteina/acrilico 20/100, empleando una mezcla de monémeros de BA/MMA (80/20) con una Tg

tedrica del copolimero acrilico de -35 °C.

Tabla 6.3. Receta modelo para obtener 50 g de ldtex hibrido.

Reactivos Cantidades
Dispersion de proteinas (2.38 % de sélidos) 4283 ¢
Relacidn proteinas/monémeros 20/100
Total 5.09¢
Mondémeros BA (80%) 407 g
MMA (20%) 1.02¢g
KPS ? 0.08 g
Latex total 50.00 g
Contenido de sélidos 12.23 %

2El iniciador se disolvi6 previamente en 2 g de agua

En esta segunda etapa del trabajo, se estudio el efecto sobre la cinética de polimerizacion y
formacidn de particulas, en dos reacciones semi-batch en emulsién, de la aplicacion de 2 caudales
de alimentacién diferentes de la mezcla de monémeros (0.037 y 0.056 g/min). Ademds, se realizé
una polimerizacion batch, en la cual la mezcla de mondmeros se adicioné inicialmente en el
reactor, junto a la dispersion de bioparticulas. En esta segunda etapa del proceso, los c6digos
empleados contienen informacion sobre el caudal empleado durante la polimerizacién; asi por
ejemplo P(0.037) indica que la mezcla de mondémeros se aliment6é con una velocidad de 0.037

g/min. En el caso de la polimerizacién batch el cédigo empleado fue P(0), indicando que los
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mondmeros no se alimentaron a caudal constante, sino que fueron cargados inicialmente (en modo

batch).

6.2.3. Caracterizacion de la dispersion de bioparticulas zeina-caseina y los latex

hibridos

El didmetro medio de las particulas (Dp) se midié mediante dispersion dindmica de luz (DLS)
a 90° y a una temperatura de 25 °C, empleando un fotémetro BI-9000 de Brookhaven. En el caso
de las bioparticulas zeina-caseina, se determind su estabilidad a partir de la variacién del Dp a
través del tiempo (a lo largo de 6 dias), como asi también, mediante la determinacién del potencial
zeta (utilizando un equipo zetasizer nano ZS de Malvern), y a partir de la observacién de
precipitados. La distribuciéon del tamafio de las bioparticulas se determiné por
fotosedimentometria centrifuga de disco (DCP), utilizando un equipo BI-DCP de Brookhaven
Instruments.

La morfologia de las bioparticulas y de las particulas hibridas, se determindé mediante
microscopia electrénica de transmisién (TEM), empleando un microscopio JEOL modelo JEM-
2100 plus. Las muestras fueron diluidas hasta un 0.01% en peso de contenido de sdlidos. Se
deposit6 una gota de la muestra sobre una rejilla de cobre revestida con Formvar®. Luego, se le
afadi6 una gota de solucién de UAc al 1% en peso, para tefiir negativamente la superficie de las
particulas.

El rendimiento del proceso de produccién de las bioparticulas se evalué gravimétricamente, a
partir de la determinacién del peso de proteina perdida después de la centrifugacién (y depositada
en el fondo de los tubos de centrifugacion), comparada con la cantidad de proteina de la
formulacién. Para esto, se centrifugé la redispersion, se recuperd el fondo, se secé en estufa a 70
°C y se registré su peso. Con estos datos, se estim6 el rendimiento del método de preparacion de
las bioparticulas.

En cuanto a los latex hibridos, la conversion global de los monémeros acrilicos (x), se

determiné gravimétricamente utilizando la relacién en peso entre el polimero acrilico y la cantidad
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de monémeros alimentada. Mientras que el porcentaje de proteina libre (FP) que se encuentra
soluble en el agua o adsorbida sobre las particulas, es decir la proteina que no forma parte de las
particulas hibridas, se cuantificé mediante espectroscopia UV utilizando un espectrofotémetro
Perkin-Elmer Lambda 25 UV-Visible. El FP se expres6 como la relacién en masa entre la proteina
libre y la proteina sembrada inicialmente en forma de bioparticulas. La proteina libre se separ6
de los litex mediante 3 etapas de lavado, recuperacidon por centrifugacion y redispersion,
empleando una solucién de SLS (0.1%). A continuacidn, se cuantificd la concentraciéon de
proteina soluble (en los sobrenadantes) correlacionando el drea del pico a 280 nm, con una curva

de calibracién de la concentracién de la proteina.

6.2.4. Caracterizacion de las peliculas

Las peliculas hibridas se obtuvieron secando los latex en molde de siliconas, a 22 ° Cy 55%
de HR durante una semana.

La morfologia superficial e interna de los films se estudié por microscopia de fuerza atémica
(AFM) en modo tapping, empleando un equipo comercial Nanotec Electronic. Para el estudio de
la superficie, se preparo el film sobre papel sellante (120 um de espesor en himedo) y se lo secé
a temperatura ambiente durante la noche.

Se llevaron a cabo pruebas de resistencia al medio 4cido (pH 1.2) y alcalino (pH 6.8)
empleando fluido géstrico e intestinal simulado sin enzimas, preparado segun lo establecido por
farmacopea. Los discos (1 mm de espesor y 10 mm de didmetro) de las muestras de los films, se
sumergieron en los distintos medios a temperatura ambiente durante 5 horas. A lo largo del
ensayo, las muestras se retiraron, se secaron cuidadosamente, se pesaron e inmediatamente se
sumergieron nuevamente. La absorcién de agua (%) se reporté como el porcentaje de la masa de
solvente absorbido, respecto al peso inicial del film seco.

El 4ngulo de contacto estdtico (CA) del agua sobre las superficies de la pelicula fueron

medidos empleando un goniémetro construido en el Grupo. A tal efecto, se formaron films de 120
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um (espesor himedo) sobre una placa de vidrio y se secaron a temperatura ambiente durante la
noche. Luego, se depositaron gotas de agua destilada (23 ul) sobre la superficie de las peliculas.
Las propiedades viscoeldsticas de los films se las estudié utilizando un reémetro Haake
(RheoStress RS80) equipado con geometria de plato-plato de 20 mm de didmetro. A las muestras
se les realiz6 un barrido de amplitud desde 0.1 a 20 %, aplicando una frecuencia angular constante
de 10 Hz, a 20 °C para determinar la region viscoelastica lineal (RVL) de las peliculas secas (10
mm de didmetro) e hinchadas en diferentes buffers (pH 1.2 y 6.8). Luego, se realiz6 sobre las
muestras un barrido de frecuencia de 0.1 a 100 Hz en la RVL, aplicando una deformacién contante

de 0.5% y a 20 °C.

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de las diferentes estrategias de sintesis
de bioparticulas y de las polimerizaciones semi-batch exploradas, como asi también de la

evaluacién del desempeifio de las peliculas como recubrimiento entérico.

6.3.1. Obtencion de las bioparticulas zeina/caseina. Selecciéon y optimizacion del

proceso.
Estabilidad de las dispersiones

Uno de los pardmetros que define la estabilidad de las bioparticulas, es la forma de poner en
contacto las soluciones, ya que afecta como y donde se produce la saturacién y precipitacién de
la zeina. Es por ello que primero se comparan los métodos de preparacién de las bioparticulas.
Las alternativas analizadas (Figura 6.3) son el método 1, donde el antisolvente (solucién acuosa
de caseina) se dosifica gota a gota sobre el solvente (solucién alcohdlica de zeina), y el método 2,
donde el solvente se dosifica sobre el antisolvente. En la Figura 6.4 se muestran las redispersiones
obtenidas antes y después de centrifugar, empleando los métodos 1y 2, y utilizando 5 % de zeina

en el solvente (A-S(5) y S-A(5)). Como se puede observar, alimentar el antisolvente sobre el
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solvente (método 1) produce dispersiones inestables, con grandes agregados de particulas que
precipitan rdpidamente, incluso antes de ser centrifugadas. Por el contrario, alimentar el solvente
sobre el antisolvente (método 2) produce dispersiones muy estables que muestran poca o nula
precipitacion (antes de ser centrifugadas). En ambos casos, antes de centrifugar las dispersiones
se observan de un color blanquecino y opaco, y al centrifugarlas se tornan mads transparentes,

debido a la disminucién de la concentracién de bioparticulas de proteinas.

Meétodo 1 (A-S): Método 2 (S-A):
Antisolvente alimentado sobre solvente Solvente alimentado sobre antisolvente

Sin
cenfrifugar

Sin
cenfrifugar

2500 rpm 4000 rpm

A-S: Pobre estabilidad, con la presencia de
grandes cantidades de precipitados en el fondo

Figura 6.4. Fotografias de todas las redispersiones de bioparticulas obtenidas por las técnicas

A-S y S-A sintetizadas con 5% de zeina, antes y después de centrifugar.

La mayor estabilidad obtenida cuando se emplea el método 2 puede deberse a que, el contacto
de la gota de solvente con el medio acuoso (antisolvente) promueve la dilucion del alcohol y a su
vez la precipitacién de la zeina en este medio altamente hidrofilico. En estas condiciones, el
precipitado de zeina puede ser estabilizado absorbiendo caseina que se encuentra en una alta
concentracién en este medio. Siguiendo este razonamiento, la concentracién de agua en el
antisolvente serd médxima al inicio del proceso de preparacién de bioparticulas y disminuird a
medida que se continda adicionando la solucién solvente (Figura 6.5). Por lo tanto, este método
favorece la rapida precipitacion y estabilizacion de la zeina con caseina. Por el contrario, al aplicar
el método 1, una pequefia gota de agua con caseina (estabilizante) entra en contacto con el medio

en el cual la zeina permanece soluble (solucién de etanol al 80%). En este caso, si bien en la
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proximidad de la gota de agua se produce la saturacién de la proteina y por ende la precipitacién
de la misma, es posible que la proteina precipitada vuelva a solubilizarse debido a que la solucién
final sigue siendo alta en contenido alcohdlico (la zeina es soluble en un rango de etanol entre 70

y 90% v/v).

Método 1 (A-S): Meétodo 2 (S-A):
Antisolvente alimentado sobre solvente Solvente alimentado sobre antisolvente

ANTISOLVENTE SOLVENTE

Solucion acuosa de caseina Solucion alcoholica de zeina

\ SOLVENTE  ANTISOLVENTE ‘mmi
Solucion alcohélica de zeina Solucion acuosa de caseina /

\/\ Caseina nativa

Zeina nativa
80%

=20%
=20%

Concentracion

=0.7-1.4%

Concentracion

=0.7-1.4%

G tiempo o S tiempo - o

B Concentracion de etanol Bl Concentracién de etanol

=mm Concentracion de caseina BN Concentracion de caseina

N

Figura 6.5. Esquema representativo de la variacion de la caseina (estabilizante) y del etanol en
la solucion receptora, durante los métodos aplicados para producir las bioparticulas.

Sobre la base de estos resultados, se trabajard con las dos dispersiones sintetizadas con el
método 2, S-A(2.5) y S-A(5), evaluando la estabilidad mediante el seguimiento del Dp en el
tiempo, la distribucién de tamafio y el rendimiento durante el proceso de centrifugacion.

Se evalué la variacién del tamafio de particulas a lo largo de 6 dias, como indicativo de la
estabilidad de la dispersién de bioparticulas luego de haber sido centrifugadas con diferentes
velocidades (2500, 4000, y 10000 rpm). Las muestras fueron preparadas el dia 1 y centrifugadas.
Luego, se mantuvieron guardadas refrigeradas y teniendo la precaucion de no agitar las muestras
durante los dias en que se realizaron las mediciones de Dp. Como se puede observar en la
Figura 6.6, el Dp disminuye levemente a lo largo del tiempo. Esta disminucion se reduce para las
muestras centrifugadas a una velocidad mayor, indicando una mayor estabilidad de la muestra.
Es importante resaltar que estd mayor estabilidad de las dispersiones de bioparticulas

centrifugadas a mayor velocidad estd asociada a que se produce una mayor precipitacién de las
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particulas mas grandes o microagregados. Aun asi, todas las dispersiones de bioparticulas son
muy estables, con cambios minimos en el Dp después de 7 dias. Este resultado estd de acuerdo a
lo observado por Li et al.?, quienes reportaron que las dispersiones de bioparticulas zefna-
caseina resultaban estables durante 8 meses, reportando cambios minimos en el Dp y en el
potencial zeta de las dispersiones.

Por otro lado, como era de esperar, el Dp de las particulas fue menor cuando se empleé una
concentracién menor de zefna en el solvente,% pasando de 240 nm para S-A(5)2500 a 208 nm para
S-A(2.5)2500.

Como se puede observar en la Figura 6.7, la distribucién del tamaiio de particula determinado
por DCP sobre la dispersiéon S-A(5), muestra una distribucidén ancha, la cual disminuye al
incrementar la velocidad de centrifugacién. La existencia de particulas de variados tamafios
también se observa por TEM (Figura 6.8). Las bioparticulas son esféricas, con una estructura
nucleo-coraza, con el niicleo formado por la zeina (hidrofébica) y la coraza por caseina

(hidrofilica).!90:204205

300
250 + o
— 200 1 p :3=§____E:@
= 150 + = - —a
] 4 [,  Jreeee —{]
100 +
50 + —@—S-A(5)2500 —A—S-A(54000 ——S-A(5)10000
{ —O—S-A(2.52500 —A—S-A(2.544000 —S-A(2.5)10000
0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

tiempo [dias]

Figura 6.6. Estabilidad de las dispersiones de bioparticulas. Variacion del Dp en el tiempo, para

las dispersiones S-A(5) y S-A(2.5) centrifugadas a 2500, 4000 y 10000 rpm.

159



Capitulo 6: Latex hibridos basados en zeina-caseina sintetizados por polimerizacién en emulsién
semi-batch sembrada, para su aplicacién como recubrimiento entérico

120 1

— S-A(5)

— S-A(5hsm
— S-A(5)sm
S-A(5)10000

100

80 1
50 +

40 +

Distribucién de tamaiio diferencial

20

o 20 400 600
Dp [nm]
Figura 6.7. Distribucion del tamario de particula determinado por DCP, de las dispersiones S-

A(5) después de ser centrifugadas a 2500, 4000 y 10000 rpm. Ademds, se agrego la dispersion

antes de centrifugar S-A(5)o

Figura 6.8. Imagen de las bioparticulas zeina/caseina para la dispersion S-A(5 )zs00,0btenida por

TEM.

En la Tabla 6.4, se presenta para las dispersiones S-A(5) y S-A(2.5), los Dp medios (medidos
el primer dia, Figura 6.6), el potencial zeta y el rendimiento de particula, calculado a partir de la

ecuacion 6.1, segun.

Pi—P
Rendimiento de particula, RP [%] = P—lf * 100 [6.1]

donde, Pi es peso de las bioparticulas de proteinas obtenido después de secar la dispersién original

(film) y Pfes el peso de la proteina perdida después de la centrifugacion (fondo del tubo). En este
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sentido, y como es esperarable, el rendimiento de bioparticulas se incrementa al reducir la
velocidad de centrifugacion.

Como se puede observar en la Tabla 6.4, todas las dispersiones presentaron un valor de
potencial zeta bajo, entre -34 y -45 mV, indicando una buena estabilidad coloidal de las particulas.
Este resultado, estd de acuerdo con los valores reportados para bioparticulas
zeina-caseina con una proporcién 1:1.'%

Ademads, al reducir la concentracién de las proteinas en las soluciones, se incrementd el

rendimiento final alcanzado.

Tabla 6.4. Resultados de didmetro, potencial zeta y rendimiento de particula, para las
dispersiones A-S(5) y A-S(2.5)

Experimento Dp [nm] Potencial zeta [mV] Rendimiento de particula [%]
S-A(5)o 272.5 -56.0 -2

S-A(5)2500 240.4 -45.0 92.2

S-A(5)a000 220.2 -43.3 87.0

S-A(5)10000 155.4 -39.6 73.8

S-A(2.5)0 223.9 -46.1 -2

S-A(2.5)2500 208.2 -394 96.6
S-A(2.5)4000 192.8 -34.7 94.6
S-A(2.5)10000 128.4 -37.4 87.5

2 Los rendimientos antes de centrifugar no se pueden reportar, ya que corresponden a la cantidad de
bioparticulas recuperadas luego de la etapa de centrifugacion.

Si bien reducir la concentracién de la zeina en el solvente de 5 a 2.5 %p/v, parece una
alternativa prometedora para la produccion de las bioparticulas, porque permite obtener Dp
menores, con una distribucién més angosta y mayor rendimiento, es importante destacar que al
comparar el rendimiento en masa de particulas finales obtenidas, resulta mas conveniente emplear
el método A-S(5)2s00, porque requiere un menor consumo final de recursos. Es decir, para obtener
10 g de dispersion final, lista para emplear como siembra en el proceso de polimerizacion (0.033
g proteina/g dispersion), cuando se emplea el proceso S-A(5)2s00 se requiere 12.64 g de dispersion
inicial (equivalentes a 9.5 g de agua y 2.4 g de etanol), mientras que el proceso S-A(2.5)2s00 se

requiere 23.60 g de dispersion inicial (aproximadamente equivalente a 18.3 g de agua y 4.6 g de
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etanol). Es por ello que en la polimerizacién en emulsién se empleard la dispersion S-A(5)2s500

como siembra

6.3.2. Polimerizacion en emulsion semi-batch, empleando diferentes velocidades de

alimentacion de los monémeros.

La polimerizacién se llevé a cabo mediante un proceso en emulsién semi-batch con una
siembra inicial de bioparticulas, sintetizadas con el método S-A(5)2s500. En todos los casos, se
empled una formulacién de BA y MMA (80/20) como monémeros, manteniendo una proporcion
proteina/acrilico de 20/100, y utilizando dos velocidades de dosificacién diferentes (0.056 g/min,
0.038 g/min, Tabla 6.5). Ademds, se realizé una polimerizacién batch, donde todo el monémero
se cargd antes de comenzar la reaccion. El contenido de sélidos de los ldtex se mantuvo entre 13

y 15%.

Conversion de los monomeros y el Dp

Como se puede observar en la Tabla 6.5, los didmetros iniciales de las bioparticulas sembradas
fueron similares para los tres casos, debido a que se utilizé el mismo método S-A(5)2s00 y
corresponden a diferentes preparaciones. Este resultado evidencia la repetitividad de la técnica de
preparacion de las bioparticulas.

Tabla 6.5. Resultados de x, Dp, FP, y codgulos obtenidos para los ldtex hibridos

Experimentos
P(0) P(0.056) P(0.037)

Tiempo de alimentacién del monémero (h) 0 (Batch) 2 3
Caudal de alimentacién de los monémeros (g/min) - 0.056 0.037
Dp inicial de las bioparticulas sembradas (nm) 249.2 251.3 243.1
Dp final de las particulas (nm) ° 482.3 323.1 433.6
Conversion final (%) 98 89 96
Codgulos (% wbSC?) 3.0 1.9 2.7

% SC del latex 14.9 13.3 13.1
FP (%) 17.9 23.6 8.7

4 Peso en base a el contenido de sélidos (SC). ® Ultima muestra medida registrada, debido a problemas
con la presencia de codgulos en las muestras.
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Como se puede observar en la Figura 6.9a, Cuando se adicionaron los monémeros inicialmente
(modo batch), la polimerizacidn alcanzé rdpidamente 98% de conversioén y un Dp final del latex
acrilico/proteinas de 482 nm, mientras que, la adicién semicontinua de los monémeros (modo
semi-batch), result6 en el aumento lento y progresivo de la conversién y los Dp de particulas, a
lo largo de la polimerizacién (Figura 6.9b-c). Ademds, la reduccién de la velocidad de
alimentacién de los mondémeros de 0.056 a 0.037 g/min, increment6 la conversion final. Sin
embargo, es importante notar que ain con la menor velocidad de alimentacion de mondmero
[P(0.037)], la curva de conversién global qued6 por debajo de la curva de alimentacién de
monomero (representada por la linea de trazo en la Figura 6.9b-c), indicando que durante el
proceso de polimerizacion se produjo una acumulacién de monémero, es decir, no se alcanz6 la
condicién de inanicién o “starved”, en la cual el monémero que se alimenta se convierte de
manera instantdnea en polimero. Por otro lado, los tres latex presentaron un alto contenido de
coagulo (= 3%), lo cual trajo inconvenientes al momento de medir los diametros finales de las
particulas hibridas. En el caso de P(0.056), la coagulacién fue menor debido a la menor
conversion alcanzada.

La cuantificacién de la proteina libre que permanece remanente en la fase acuosa de los latex
(o adsorbidas sobre las particulas hibridas), permite estimar por diferencia la cantidad de proteina
que forma parte de una particula hibrida. Debido a que ambas proteinas (zeina y caseina) poseen
una absorcién en UV similar (con un méximo a 280 nm), es muy dificil diferenciar cada una de
las proteinas; sin embargo, se utilizé la técnica para FP por UV con una solucién de SLS como
diluyente (detallada en la seccién A.4.3 del Anexo), ain estd siendo estudiada y optimizada para
este tipo de sistemas compuestos que contienen dos proteinas. Si bien los resultados tienen cierto
grado de incertidumbre, los mismos se discuten en este Capitulo con el propésito de comparar las

tendencias.
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Figura 6.9. Evolucion de la conversion y del Dp de las polimerizaciones P(0) o batch (a),
P(0.056) (b), y P(0.037) (c). En el caso de las polimerizaciones semi-batch se agrego la curva
de dosificacion porcentual del monémero, a lo largo de la polimerizacion. La masa total de

monomero incorporado se considera el 100% del monémero dosificado.

Como se puede observar en la Tabla 6.5, a pesar de que P(0) y P(0.037) alcanzaron
conversiones finales similares, el contenido de FP remanente en el agua al realizar la
polimerizacién de forma batch P(0) fue aproximadamente el doble que el obtenido mediante la
polimerizaciéon semi-batch P(0.037). Este resultado muestra que, alimentar los mondémeros
lentamente permite incrementar la incorporacién de las bioparticulas dentro de las particulas
hibridas, mejorando ampliamente el grado de compatibilidad entre las fases acrilica y proteica.
Para el caso de P(0.056), el contenido de FP fue mayor (23.6 %) que para las demads reacciones,
y esto posiblemente se puede deber a la baja conversién alcanzada durante la sintesis de este latex,

lo cual se traduce en una mayor proporcidn proteina/acrilico.
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Morfologia de las particulas hibridas acrilico/proteinas

En la Figura 6.10 se muestran imagenes de TEM de los tres latex sintetizados. Las muestras
se trataron con una solucién acuosa de acetato de uranilo, para lograr una tincién positiva de las
proteinas. En las imdgenes se puede observar que las particulas hibridas acrilico/proteina poseen
una morfologia lobular compuesta por dos fases, una clara (formada por los I6bulos acrilicos) y

otra mas oscura (formada por las proteinas).

P(0) - Batch ] { P(0.056) } [ P(0.037) ]

1 un 1um

Figura 6.10. Morfologia de las particulas obtenidas por TEM, de los tres ldtex sintetizados.

Blenner et al.?

investigaron las condiciones experimentales para producir esta morfologia de
no equilibrio, que involucra dos fases con diferentes grados de hidrofobicidad. Las morfologias
de no equilibrio se forman cuando una siembra mds hidrofilica no permite la penetracién de
oligorradicales hidréfobos en crecimiento producidos en agua durante la etapa de polimerizacién
en emulsién. Por lo tanto, el nuevo polimero estd necesariamente restringido a la superficie de la
particula de la siembra. La aparicién de diferentes morfologias depende de la Tg de la siembra
(Tgseea) y del polimero de segunda etapa (Tg ond siage) €0 relacion con la temperatura de reaccion
(Treaction). En la Figura 6.11 se presenta el diagrama propuesto por Blenner ef al.>® y las posibles
morfologias de no equilibrio obtenidas en una polimerizacién en emulsiéon sembrada y
semicontinua. Cuando el polimero de la segunda etapa tiene una Tg muy por debajo de la

temperatura de reaccién (cuadrantes superior e inferior izquierdos de la Figura 6.11), la

morfologia multilobular ocurre debido a la alta movilidad de las cadenas de polimero que pueden
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difundir para minimizar la energia libre interfacial de la particula bifdsica. Cuando la Tg scca €5
mucho mads alta que la Treaciion, €l polimero de la segunda etapa no puede penetrar la semilla y, por
lo tanto, se forman Iébulos en la superficie de la particula de la semilla (cuadrante superior
izquierdo). Pero, cuando la Tgccq esta por debajo de la Treacion, 12 semilla de la particula es lo
suficientemente blanda como para promover la formacion de ldbulos parcialmente
interpenetrados. Las nanoparticulas hibridas producidas en este Capitulo presentaron una
morfologia multilobular consistente con el modelo reportado por Blenner et al., donde el polimero
de la segunda etapa (copolimero BA/MMA en este trabajo) tiene una Tg baja
(-35 °C), lo que permitié la formaciéon de 16bulos. Ademds, la Tg..q €s bastante mds alta
(=180 °C) que la T reaction (70 °C), haciendo a la fase proteica impenetrable y restringiendo la
localizaciéon de los 16bulos en la superficie de las bioparticulas. Si bien esta morfologia
multilobular es esperable en una polimerizacidon semicontinua, también se observé en condiciones
batch (Figura 6.10a). Esto se debe a la incompatibilidad de la zeina con los monémeros acrilicos,
los cuales no tiene la capacidad de hinchar la zeina para desarrollar un efecto plastificante y
reducir suficientemente la Tg s.qa durante la polimerizacién, como para promover la penetracién

del polimero creciente.
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Figura 6.11. Diagrama de morfologias propuesto por Blenner et al.**® El rango 1-10 asignado
a las particulas, es una clasificacion visual, en términos del grado en el que las particulas se

desvian de la esfericidad (1) hacia una naturaleza multilobular, o no esférica (10).

166



Capitulo 6: Latex hibridos basados en zeina-caseina sintetizados por polimerizaciéon en emulsion
semi-batch sembrada, para su aplicacién como recubrimiento entérico

Las imagenes TEM, también muestran que en los tres casos existe una amplia distribucion de
tamaiio, lo cual era de esperar debido a que se parte de una dispersién de bioparticulas que
presentan una distribuciéon ancha. Ademads, se observa un gran nimero de particulas no hibridas
(de acrilico puro), que presentan una morfologia esférica. La formacién las particulas no hibridas
podria estar favorecida por la presencia de micelas de caseina en la dispersion inicial de
bioparticulas sembradas. La presencia de caseina libre en el agua puede controlarse mediante la
relacion zeina-caseina empleada durante la sintesis de las bioparticulas. En este sentido, se ha
reportado que la cantidad minima de caseina requerida para estabilizar las particulas de zeina es
de 1:0.3 (zefna:caseina).!”® Sin embargo, para lograr una buena redispersién en agua de las
bioparticulas secas (film) se requiere una mayor cantidad de caseina (zeina:caseina 1:0.75),
obteniéndose los mejores resultados con la proporcion 1:1.25.1°%2% Es por ello que en este Tesis
se empled una relacion 1:1, que permite la correcta estabilizacion de la zeina durante la formacion
de las bioparticulas y una buena redispersién en agua de los films de bioparticulas, para la

obtencién de la dispersion utilizada como siembra, tal como se ha demostrado.

Formacion de film hibrido y su morfologia

A partir de los latex obtenidos, se formaron peliculas por casting en moldes de silicona a
temperatura ambiente durante 7 dias. El espesor de las peliculas fue en todos los casos de
alrededor de 1 mm. En la Figura 6.12, se muestran fotografias de cada uno de los films obtenidos
y las imédgenes de fase obtenidas por AFM de la superficie de las mismas. Como se observa, todas
las peliculas presentan una coloracién amarilla intensa, debido al alto contenido de zeina que

presentan en su formulacién.
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[ P(0) - Batch ] [ P(0.056) ] [ P(0.037) ]

I Fase blanda (fase acrilica) [ 1 Fase dura (fase proteica
Figura 6.12. Fotografia de las peliculas formadas a partir de los ldtex hibridos sintetizados de

forma batch y semi-batch, junto a la morfologia superficial de las mismas obtenida por AFM.

Por otro lado, las imdgenes de fase obtenidas por AFM permiten observar, a escala
nanométrica, la diferencia en el comportamiento viscoeldstico de cada fase que compone el
material hibrido. En los tres casos se puede observar claramente una fase continua blanda,
formada por la coalescencia de las particulas a través de los 16bulos acrilicos, con microdominios
duros (fase proteica) distribuidos a lo largo de la misma. Para el caso P(0.037) se observa una
distribucién homogénea de las particulas de proteinas en el film, con una forma aproximadamente
esférica, mientras que la superficie de las peliculas P(0) y P(0.056) presenta una distribucién poco
uniforme, con una menor presencia de la fase proteica en forma de pequeiios agregados y con
grandes zonas blandas. Estos resultados concuerdan con los valores de FP obtenidos, los cuales
indicaban una baja sinergia entre las fases acrilica y proteica para el P(0) (FP = 17.9 %), en

comparacion con los latex sintetizados en forma semi-batch.
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Sensibilidad de las peliculas hibridas a variaciones del pH

La respuesta que presentan los materiales al cambio de pH, es una propiedad importante para
su aplicacion. En el caso de recubrimientos entéricos se espera que el material tenga la posibilidad
de cambiar significativamente su afinidad con el agua en funcién del pH. Para este tipo de
aplicaciones, se utilizan diferentes soluciones 4cidas y neutras (Tabla 6.6),27 en las cuales se
sumergen las muestras y se determina el grado de hinchamiento o absorciéon (masa de fluido
absorbido) en funcién del tiempo. En esta Tesis usaremos las soluciones denominadas fluido
gastrico simulado (FGS) y fluido intestinal simulado (FIS), sin enzimas, preparado segun lo
indicado por farmacopea.
Tabla 6.6. Resumen de las soluciones comiinmente empleadas para la caracterizacion de

recubrimientos entéricos.
pH del medio Comentarios

1-3 Acido hidroclorhidrico (0.1 — 0.001N)

1.2 Fluido géstrico simulado (con o sin enzima pepsina)

41-5.5 Buffer acetato (50 mM)

5.8-8.0 Buffer fosfato de sodio o potasio (50 mM)

6.8 Fluido intestinal simulado (con o sin enzimas pancreatina o tripsina)

En la Figura 6.13, se muestra la absorcién alcanzada (% en masa) para P(0), P(0.056) y
P(0.037), al sumergirlas por 5 horas en FGS (pH 1.2) y FIS (6.8), junto con la pérdida de peso
(% en masa) registrada para cada muestra al finalizar el ensayo de hinchamiento. Ademds, se
presenta el ensayo realizado para un film puro de bioparticulas (BP), y las fotos de los films antes
y después de la inmersién para P(0.037) y BP.

La Figura 6.13a muestra que los materiales hibridos presentan diferentes respuestas al ser
sumergidos en medios con diferentes pH. Este resultado estd de acuerdo a lo observado para
materiales hibridos acrilicos/caseina, donde la fase acrilica no afecta la respuesta al cambio de pH
de la casefna.”® En este caso, los tres films hibridos presentaron altos valores de hinchamiento al
ser expuestos al medio alcalino (FIS), alcanzando valores finales de absorcidén que se incrementan

con los materiales obtenidos al reducir la velocidad de alimentacion de los monémeros, desde un
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23% para P(0) o batch, hasta 27 y 31 % para P(0.056) y P(0.037) respectivamente, debido al
aumento de la sinergia alcanzada entre las fases acrilica y proteica. Bajo estas condiciones (pH
6.8), ambas proteinas se encuentran por encima de su punto isoeléctrico (5.9 y 4.5 para la zeina y
la casefna, respectivamente)'®®, donde sus grupos carboxilicos y hidroxilo se encuentran
ionizados. Esto favorece la absorcion de agua de la red polimérica, como resultado del incremento

de la repulsion electrostdtica entre los grupos ionizados.>®

a) -0-P(0)-pH 12 -~-P(0)-pH 6.8 b)
P(0.056) - pH 1.2 P(0.056) - pH 6.8
=0-P(0.037)-pH 12 =-—e—P(0.037)-pH 6.8 - BP= Film de Bioparticulas puras
g £ e
8 14 7 TTTT0meeaa
é § <
&
e <
] ——BP-pHG6S
] -0-BP-pH 1.2
TR 0 O : :
: [1]3 0 1 2 [ﬁ] 4 5
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® ]
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‘g 1 &= 2B v V
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P(0) P(0.056) P(0.037) BP Reaciors Reactars Keucors

Figura 6.13. Sensibilidad de los materiales con el pH. Curvas de absorcion para las peliculas
hibridas (a) y para el film de bioparticulas puras (b), y pérdida de peso (c) registrada para los
materiales después de 5 horas de inmersion en fluidos gdstrico e intestinal simulados. Foto de

los films P(0.056) y BP antes y después del ensayo (d).

Por el contrario, los tres materiales presentaron una alta resistencia a los medios dcidos (FGS),
alcanzando grados de hinchamiento finales muy bajos (= 4%), en comparacion con el film de BP

puras que muestra una absorcion de 119 % (Figura 6.13b). Esto se debe a que en condiciones
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acidas (pH 1.2), por debajo del punto isoeléctrico de las proteinas se favorecen las interacciones
puentes de hidrogeno entre los grupos carboxilicos y hidroxilos de las proteinas.?*

En este sentido, si se define la sensibilidad como la relacién entre los valores de absorcion
alcanzados por el material en FIS y en el FGS (Sensibilidad = absorcién FIS/absorcion FGS), se
obtiene para los materiales hibridos un valor de 5.3 para P(0) y de 6.5 para P(0.037), en contrate
con BP que presenta una mala resistencia a los medios acidos y una sensibilidad muy baja (= 2).
Por lo tanto, estos resultados demuestran que la proteina le aporta a los materiales hibridos
sensibilidad al cambio de pH, y que esta sensibilidad se ve afectada por el grado de sinergia entre
las fases. Estas interacciones promueven la reorganizacién de la estructura hacia una red mds
compacta y con menor capacidad de expansion.?®

Sin embargo, si bien la sensibilidad al cambio de pH del medio, puede dar un indicio del
potencial que el material posee para su aplicacién como recubrimiento entérico, es importante
resaltar que existe una limitacién en la cantidad permitida de liberacién del farmaco protegido
durante la etapa 4cida, y este no debe sobrepasar el 10%.2%7 Por lo que resulta necesario a futuro,
profundizar los estudios, abarcando ensayos de recubrimiento y liberacion, para determinar el
efecto que pueda tener el “overshooting” que presentan estos materiales en medios dcidos.

Por otro lado, bajo estas condiciones las peliculas no se disolvieron o desintegraron
completamente, y presentaron una baja pérdida de peso (Figura 6.13c). Por ello, se podria esperar
que un comprimido recubierto con estas peliculas hibridas presente una liberacién sostenida en el
tiempo (durante el hinchamiento podria estar cambiando la permeabilidad de la estructura), en
lugar de una liberacion retardada.'®” Sin embargo, un aspecto a evaluar de estos recubrimientos
deberia involucrar la liberacién en presencia de enzimas. Ademads, otro punto importante a
considerar, es que los recubrimientos cldsicos obtenidos por evaporacion en una paila grageadora
o en un lecho fluidizado suelen ser muy delgados, representando solo el 2-3 % del peso del

comprimido.'®
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Angulo de contacto

Como se ha dicho antes, el 4angulo de contacto formado por una gota de agua sobre la superficie
de un recubrimiento, permite determinar la hidrofobicidad del material. En este caso, si bien no
se busca que el recubrimiento sea hidrofébico, la determinacién del angulo de contacto puede
reforzar los resultados obtenidos por AFM. En este sentido, como se puede observar en la Figura
6.14, el angulo de contacto para la muestra P(0) result6 similar al que presentaria un film puro de
acrilicos con la proporcién 80/20 de BA/MMA (85°), coincidiendo con la baja cantidad de
proteina observada sobre la superficie de este material en las imdgenes de fase obtenidas por
AFM. Por otro lado, es sabido que la presencia de proteinas en la superficie puede reducir el
angulo de contacto (principalmente si esta es de cardcter hidrofilico, como la caseina), como lo
que sucede para los materiales P(0.056) y P(0.037), los cuales presentaron un mayor contenido
de proteinas en la superficie.

100
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P(IO) P(0.056)  P(0.037)

Figura 6.14. Angulo de contacto de una gota de agua depositada sobre la superficie de las

peliculas hibridas.

Ensayos de reologia

A continuacién se presenta el estudio de las propiedades viscoeldsticas de los films formados
a partir de los latex obtenidos por el proceso semi-batch de polimerizacién P(0.056) y P(0.037).
Para ello se analizaron, en ensayos de corte, discos de 10 mm de didmetro secos e hinchados en

los medios FGS y FIS.
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En una primera instancia se determind la regién viscoeslatica lineal (RVL) de las peliculas,
realizando un barrido de amplitud desde 0.1 a 20% a una frecuencia constante de 10 Hz, y luego
se estudid el comportamiento de los materiales al realizar un barrido de frecuencia (dentro de la
RVL), desde 0.1 a 100 Hz. Por razones de brevedad, solo se presentan los resultados de G'
(médulo de almacenamiento), ya que para todos los casos G" (médulo de perdida) fue menor que
G' en el rango de frecuencia analizado, lo cual estd indicando que el material se comporta como

un solido viscoelastico.

e Determinacion de la RVL

En la Figura 6.15 se muestran los resultados del ensayo de barrido de amplitud, para la muestra
P(0.037) seca e hinchadaapH 1.2 y 6.8. En base a estos ensayos se determina la zona viscoeldstica
lineal del material en la cual G' permanece constante y no depende de la deformacidn. A partir de
este resultado, se define la amplitud de la deformacién (yo) que se utiliza en las mediciones de
barrido de frecuencia para el resto de los experimentos.

Un punto importante a considerar, es que para todos los casos se trabaj6 con un valor de gama
constante, aunque el valor real de deformacién es diferente segtin el didmetro de la muestra. Si
bien todos los films secos se cortan con un didmetro de 10 mm, este didmetro cambia segtn el
grado de hinchamiento que las peliculas alcanzan en los distintos medios. Debido a esto, el yo real
puede variar levemente de una muestra a otra, manteniéndose siempre en la RVL del material. En
la Figura 6.15 se ha marcado una zona de trabajo para yo real entre 0.25-0.3%, calculados para los

diametros de los discos de muestras hinchadas.
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Figura 6.15. Barrido de amplitud. Determinacion de la RVL del film P(0.037) seco, e hinchado

en los distintos fluidos (pH 1.2 y pH 6.8). En lineas de trazos verticales se indican los valores de

amplitud empleados en los estudios de barrido de frecuencia.

e Propiedades viscoelasticas de las peliculas P(0.056) y P(0.037)

La Figura 6.16 muestra las curvas del médulo de almacenamiento, obtenidas para los films
secos e hinchados en los fluidos FGS (pH 1.2) y FIS (pH 6.8). Como se puede observar,
independientemente del caudal empleado para la alimentacién de los monémeros en el proceso
de polimerizacién semi-batch para la produccién de las peliculas hibridas, las mismas presentaron
un comportamiento viscoeldstico muy similar, donde los mdédulos G' aumentaron ligeramente con
la frecuencia de oscilacién (comportamiento tipico de los polimeros de alto peso molecular en su
region gomosa)>®. Las peliculas secas, presentaron altos valores de G', indicando una alta rigidez
en comparacion con las peliculas hinchadas, para las cuales G' cae en un orden de magnitud,
disminuyendo a medida que se incrementa el grado de hinchamiento. Por ejemplo, a 1 Hz, el film
seco P(0.037) deshidratado present6 el mayor valor de G'=2.75x10° Pa, seguido por el film
expuesto a pH 1.2 con un valor de hinchamiento de 4.86 % y un G' = 2.06x10° Pa, y por dltimo

el film expuesto a un pH 6.8 con un valor de hinchamiento de 31.54 % con un G' = 5.42x10* Pa.
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Este dltimo comportamiento se debe a que la expansiéon de la red polimérica, causada por la
repulsién de los grupos carboxilicos ionizados de la proteina cuando el pH del medio supera el
punto isoeléctrico de las proteinas, permite el ingreso de los fluidos en el interior de la red
polimérica. En estas condiciones, el film presenta una mayor flexibilidad y como consecuencia
una reduccion del valor de G'.

-0-P(0.056)- Seco  -O-P(0.056) - pH 1.2 —4—P(0.056) - pH 6.8
-0-P(0.037)-seco  -O-P(0.037)- pH 1.2 =&P(0.037)- pH 6.8

1E+07 1
Film seco |
1E+06
‘© ]
=] ]
O ] W l Film hinchado a pH 1.2 I
LE+05 + |
] Wﬁm I Film hinchado a pH 6.8 l
LE+04 :

1
frecuencia [Hz]

Figura 6.16. Variacion del modulo de almacenamiento (G') para los films P(0.056) y (0.037),

secos e hinchados en diferentes fluidos (pH 1.2y 6.8)

La rigidez de las peliculas secas es necesaria para proteger el comprimido que contiene el
farmaco, del estrés y las tensiones a las cuales son sometidos durante su procesamiento y
aplicacion. Mientras que el incremento en la flexibilidad alcanzada en el FIS, puede favorecer la
liberacién del farmaco. Estos resultados, estdn de acuerdo a lo observado para peliculas hibridas
acrilico-caseina y hacen a estos materiales excelentes candidatos para su aplicacién como

recubrimiento entérico.
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6.4. COMPARACION DEL DESEMPENO DE LAS DIFERENTES PELICULAS

HIBRIDAS QUE CONTIENEN ZEINA-CASEINA

En dos de los Capitulos de la Tesis, se han desarrollado materiales basados en las proteinas
zeina y caseina, empleando dos procesos distintos de polimerizacién. Debido al caricter
hidrofébico de la zeina, el primer método empleado para su incorporacién en la sintesis de los
materiales hibridos, fue la polimerizacién batch en miniemulsiéon. Como se demostré en el
Capitulo 5, este método permiti6 obtener materiales hibridos con un alto grado de
compatibilizacién entre las fases y una resistencia al agua superior, en comparacién con los films
hibridos basados s6lo en caseina. Sin embargo, los esfuerzos realizados para incrementar el
contenido de zeina no resultaron como se esperaba, ya que pequefios aumentos en dicho contenido
produjeron latex inestables, que presentaron un precipitado amarillo (atribuido a la hidrofobicidad
de la zeina). En este contexto, la estabilizacioén de nanoparticulas de zeina con caseina empleando
la técnica antisolvente de precipitacién, surge como una alternativa prometedora a este problema,
ya que permite obtener dispersiones de nanoparticulas formadas con un alto contenido de zeina,
que permanecen estables en base acuosa. Como se mostré en este Capitulo, esta dispersion pudo
ser empleada como siembra inicial de particulas, sobre la cual se polimeriz6 una fase acrilica
mediante polimerizacién semi-batch en emulsién, obteniéndose particulas con morfologia
multilobular.

A continuacion, en la Tabla 6.7 se muestra de forma resumida las diferencia entre las técnicas
de polimerizacién y los resultados més relevantes, planteando la posible aplicacién de los
materiales como recubrimientos entéricos. Como se puede observar, la incorporacién de zeina a
partir de nanoparticulas preformadas y estabilizadas, permite incrementar fuertemente el
contenido de esta proteina hidrofébica, dentro de la matriz polimérica. Es importante resaltar que,
si bien se emplean las mismas proteinas y los mismos mondmeros, al cambiar el método de
polimerizacién se obtienen materiales completamente diferentes, con una morfologia de film

opuesta, donde la fase continua (donde ocurre la coalescencia de las particulas) es la fase que se
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encuentra en la parte exterior de las particulas (directamente relacionada a la morfologia de las

particulas).

Tabla 6.7. Comparacion de los materiales hibridos basados en zeina-caseina, obtenidos en los
Capitulos 5 y 6 de esta Tesis.

Polimerizaciones de dispersiones en BASE ACUOSA

Tipo de . ., Emulsion semi-batch, con siembra
) L Miniemulsion batch e . . .

polimerizacién inicial de bioparticulas

Niimero de etapas 3 ETAPAS: 1) Sintesis de las

2 ETAPAS: 1) Obtencién de la
miniemulsiéon por ultrasonido; 2)
polimerizacién en miniemulsion

requeridas para la
sintesis de las
particulas hibridas

bioparticulas; 2) preparacion de las
bioparticulas para la polimerizacion
(eliminacion del etanol, redispersion); 3)

batch. S -
polimerizacién en emulsién sembrada.
Eié;eiz: cantidad <125g <10g®
. (por cada 100 g de mondémeros) (por cada 100 g de monémeros)
incorporada
P (por cada 100 g de monémeros) (por cada 100 g de monémeros)

(caseina + zeina)

Particulas core-shell .
Particulas multilobulares

(ntcleo: proteico, 16bulos acrilicos)

(nucleo: acrilico,
coraza: proteica)

Morfologia de las

particulas

(por TEM)
Fil icrodominios bland

m C on miero omlmos. ancos Film con microdominios duros (blanco) en
(marrén) en una fase continua dura . )
una fase continua blanda (marrén)

(blanco)

Morfologia de las

peliculas

(por AFM)

Hinchamiento a pH

1.2 (FGS) Aprox. 26 % Aprox. 5%
Sensibilidad al

cambio de pH

(Relacion de 1.5-2 6-7
hinchamiento

pH6.8/pH1.2)
@ En base a lo mostrado en esta Tesis
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Por otro lado, e independientemente del método empleado para la sintesis de las particulas
hibridas, los materiales resultantes presentaron una sensibilidad al cambio de pH; sin embargo,
incorporar una mayor cantidad de zefna mejora la resistencia a los medios 4cidos, alcanzando
valores mas bajos de hinchamiento, y aumenta la sensibilidad de los films al cambio de pH. Por
ultimo, este resultado, se puede comparar con los valores de hinchamiento y sensibilidad
reportados para un film hibrido sintetizado con los mismos monémeros, pero que sélo contiene
caseina funcionalizada como biopolimero. En este caso, a las 5 hr del ensayo, el hinchamiento

alcanzado en medio dcido es aproximadamente 30% vy la sensibilidad 4-4.5.2%

6.5. CONCLUSIONES

Empleando una variante de la técnica antisolvente de precipitacién, fue posible sintetizar las
bioparticulas basadas en zeina, y estabilizadas con caseina. Para esto, se debe alimentar el solvente
(que contiene soluble a la zeina) lentamente sobre el antisolvente (que contiene soluble a la
caseina) aplicando ultrasonido y agitacién magnética constante. De esta manera, fue posible
obtener una dispersion estable en el tiempo, con Dp medio entre 200 nm y 250 nm, y un potencial
Z negativo entre -45 y -39 mV, lo que hace a estas bioparticulas muy estables. Sin embargo, el
rendimiento de particula, es decir, la cantidad de bioparticulas recuperadas luego del proceso de
centrifugacion, depende de la concentracion de las proteinas en las soluciones correspondientes.
En este sentido, se adopto la concentracién mas alta de la zeina en el solvente (5 %p/v), la que
permitié obtener un rendimiento de 92.2 % cuando se aplicé una etapa de separacién por
centrifugacion de 2500 rpm y una mayor cantidad de bioparticulas final en relacion a la cantidad
de los recursos utilizados (agua y etanol).

Por otro lado, fue posible sintetizar particulas hibridas acrilico/proteinas con morfologia
multilobular mediante polimerizacién en emulsidn, empleando la dispersién de bioparticulas
como siembra inicial. En este sentido, la alimentacion lenta de los mondmeros a un caudal

contante, permitié6 controlar la velocidad de reaccién y la formaciéon de las particulas,
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favoreciendo la sinergia entre las fases, al reducir la concentracion de las proteinas libres
(remanentes en la fase acuosa). Las peliculas hibridas obtenidas a partir de los latex sintetizados
por emulsién semi-batch presentaron dos fases: i) una fase acrilica continua, y ii) una fase proteica
discontinua distribuida homogéneamente. Esto le otorgd a los materiales sensibilidad al pH, con
baja capacidad de hinchamiento (absorcién de fluido) en medios 4cidos (pH 1.2), y permitiendo
el hinchamiento en medios basicos (pH 6.8). Estas caracteristicas, resultan prometedoras para la
aplicacidn de estos latex como recubrimiento entérico, para una liberacion retardada o sostenida
en el tiempo.

Sin embargo, atin restan muchos aspectos a ser investigados (principalmente, optimizar la
formulacién y reconsiderar la sintesis de las dispersiones de bioparticulas y de particulas hibridas;
y completar las caracterizaciones y ensayos de aplicacién) para determinar correctamente la

potencialidad de la propuesta y su verdadero impacto tecnoldgico.
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CAPITULO 7: CONCLUSIONES GENERALES Y SUGERENCIAS
PARA TRABAJOS FUTUROS

Los materiales poliméricos surgieron a principios del siglo XIX como materiales que
revolucionaron el mercado, debido a sus propiedades y precios econdmicos, y se estima que su
produccién crecerd hasta 1000 millones de toneladas para 2050.'%® La mayoria de los polimeros
sintéticos actuales involucran la utilizacion de productos petroquimicos (solventes y monémeros),
y no son biodegradables, por lo que generan importantes fuentes de contaminacién ambiental y
dafian la vida silvestre cuando se encuentran dispersos en la naturaleza. Debido a esto, en los
dltimos afos la conciencia social sobre el impacto ambiental ha aumentado significativamente y
con ello las regulaciones ambientales, forzando al desarrollo de procesos y productos mas
sustentables y amigables con el medio ambiente. En consecuencia, en la dltima década se ha
incrementado sustancialmente el nimero de trabajos cientificos relacionados con: i) la
eliminacion del uso de solventes organicos en el proceso de polimerizacidn, ii) la reduccién de
los compuestos orgédnicos voldtiles (VOCs), iii) la reduccién de la huella de carbono de estos
materiales, iv) la sustitucion completa o parcial de los monémeros derivados del petrdleo, por
reactivos provenientes de fuentes naturales, y v) el estudio del tratamiento de los residuos
poliméricos.

En este contexto, la combinacién de biopolimeros y polimeros derivados de la petroquimica
permite obtener materiales hibridos con una alta sinergia entre las fases, que resultan en materiales
que poseen propiedades atribuidas a cada una de las fases. Con este fin, se han empleado como
materia prima diferentes fuentes de biomasa, como los aceites vegetales, terpenos, proteinas,
derivados de la lignina, y carbohidratos. Entre estos, las proteinas representan un grupo de
biopolimeros muy empleado para una variedad de aplicaciones (recubrimientos, adhesivos, tintas,
liberacién de fairmacos, ingenieria de tejidos, etc.), debido a las caracteristicas inherentes de las
proteinas como alta funcionalidad, biodegradabilidad, propiedades anfifilicas, entre otras. Por

otro lado, los monémeros bioderivados, han tomado mayor importancia en los dltimos afios, a
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partir de la obtencién de diversos mondémeros capaces de polimerizar radicalariamente en fase
acuosa. Sin embargo, muchos de estos mondmeros bioderivados, aunque proceden de fuentes
naturales, producen polimeros que no son biodegradables. Es por ello que resulta imperativo el
desarrollo de nuevas estrategias tendientes a mejorar la sintesis de nuevos materiales sustentables,
para que sean biodegradables y amigables con el medio ambiente, pero que posean un desempefio
similar (o mejor) al del producto sintético que se desea sustituir.

En esta Tesis se investigd la modificacién quimica de la zeina para mejorar su reactividad y
otorgarle un mayor valor agregado a dicha proteina. Ademds, se estudié la obtencién de
nanoparticulas hibridas de acrilico/proteinas, incorporando caseina, zeina y/o mondmeros
bioderivados como fuente de materiales naturales, mediante diferentes procesos y estrategias de
polimerizacién (emulsién batch/semi batch y miniemulsion batch) para su potencial aplicacién
como recubrimientos parcialmente biodegradables.

A continuacién, se resaltan los resultados mds importantes del presente trabajo de Tesis, y se

sugieren futuras tareas de investigacion.

7.1 CONCLUSIONES GENERALES

La gran proporcién de aminodcidos no polares presentes en la estructura de zeina, le otorgan
a la misma un carécter hidrofébico, por lo que resulta de gran interés en multiples aplicaciones.
Sin embargo, esta proteina carece de grupos amino, que facilitan la modificacién en el caso de
otras proteinas como la caseina, la proteina de suero lacteo, y la proteina de soja. Esto representd
un desafio para su funcionalizacién; sin embargo, fue posible modificarla a partir de los grupos
oxidrilos, carboxilos y sulthidrilos que posee en su molécula, a través de agentes modificadores
que poseen en su estructura grupos funcionales como cloruros y anillos epéxidos. La modificacion
mediante la apertura de un anillo epéxido, resulté la de mayor interés debido a su sencillez, ya
que no genera subproductos y el proceso de purificacién de la proteina modificada requiere un

reducido nimero de etapas. En este sentido, el metacrilato de glicidilo (GMA) result6 ser un
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excelente agente modificador para la zeina, cuando se emplea etanol-agua como solvente de
reaccion. También se demostrd, que se puede controlar el grado de modificacién de la proteina,
al variar la concentracion alcohdlica del solvente, debido a la reestructuracion de la zeina en este
medio. En este sentido, la solucién alcohélica con bajo contenido de etanol (70 %v/v) favorecio
la reaccidn entre la proteina y el GMA, logrando incorporar alrededor de 3.5 dobles enlaces por
molécula de zeina. Esta proteina hidrofébica fue capaz de polimerizar radicalariamente,
permitiendo la obtencién de films fotocurables de zeina pura que, a diferencia de los films de
zeina nativa, resisten la inmersion en etanol-agua como resultado del entrecruzamiento producido.

Con la intencién de estudiar el desempefio de la zeina metacrilada, en la sintesis de compuestos
hibridos, se la emple6 en la preparacion de hidrogeles de poli(N-vinilcaprolactama) (PVCL). Para
ello, se sintetizaron hidrogeles en los cuales la zeina funcionalizada (ZF) fue utilizada como bio-
macro-entrecruzante. Ademds, la proteina no afectd la respuesta térmica de los hidrogeles de
PVCL, manteniendo una temperatura de transicién préxima a la temperatura fisioldgica
(alrededor de 32 °C), lo cual hace de este un material interesante para su aplicacién biomédica.
Se observé que un incremento en la concentracién de la ZF produjo un mayor grado de
entrecruzamiento y con ello un gel mas firme, con menor tamafio de poro y una distribucién mas
angosta. Por otro lado, la estructura de la proteina aporté a a la estructura otras interacciones
quimicas o fisicas ZF-ZF o ZF-PVCL, que mejoran el desempeiio mecédnico, haciéndolo mds
resistente que un hidrogel convencional puramente covalente. Ademads, estos hidrogeles pudieron
degradarse completamente en presencia de enzimas. El potencial de estos materiales para la carga
y liberacién de algin componente, fue probado empleando el colorante azul de metileno
(compuesto hidrofilico), demostrando que los hidrogeles a base de ZF tienen un perfil de
liberacién similar al que presentan los hidrogeles obtenidos con N,N-metileno-bis-acrilamida
como entrecruzante convencional, y que dicha liberacion se hace mas lenta al incrementar el
contenido de ZF, debido a las interacciones electrostéticas e hidrofébidas entre el azul de metileno

y la proteina.
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Por otro lado, y con referencia a los materiales hibridos para su aplicacién como
recubrimientos, se ha avanzado en la sintesis de latex que contienen sélo una proteina (caseina),
o la combinacién de dos proteinas (caseina y zeina), empleando diferentes procesos y estrategias
de polimerizacién en medio disperso acuoso.

La sintesis y aplicacién de latex hibridos acrilico/caseina obtenidos por polimerizacion en
emulsion batch, han sido ampliamente estudiados en el Grupo donde se desarroll6 la Tesis. Si
bien se han alcanzado avances importantes en el tema, obteniéndose materiales con alto grado de
compatibilizacién entre la fase acrilica y proteica, gracias al empleo de caseina metacrilada en
lugar de caseina nativa, ain hay puntos que deben mejorarse. Entre ellos, se encuentra la
relativamente baja sustitucién de mondémeros derivados de la petroquimica, y la susceptibilidad
de estos materiales al agua.

Como una primera alternativa a este inconveniente, en esta Tesis se plante6 el desarrollo de
latex sintetizados mediante polimerizacion en emulsién batch basados en caseina, con un alto
contenido de fraccidn de origen natural. Para ello, se utilizaron dos mondémeros de base biolégica,
metacrilato de isobornilo (IBOMA) y acrilato de 2-octilo (OA), como sustituyentes de los
mondmeros derivados del petréleo, metacrilato de metilo (MMA) y acrilato de n-butilo (BA). Se
estudié el mecanismo de nucleacién de particulas, observando que la extremadamente baja
solubilidad en agua que presentan estos mondmeros bioderivados y la funcionalizacién de la
caseina, jugaron un papel determinante en el mecanismo de nucleacién durante la polimerizacion.
En este sentido, se observd que el uso de mondémeros con baja solubilidad en agua favorece la
nucleacién micelar; sin embargo, esta progresa cuando se emplea caseina nativa como
macroemulsificante, en lugar de caseina funcionalizada, debido a que esta dltima actia como un
receptor de radicales impidiendo que estos ingresen dentro de las micelas hinchadas con los
monémeros. Por este motivo, fue necesario emplear una nueva estrategia de polimerizacién, que
favorezca la nucleaciéon de particulas y permita emplear caseina funcionalizada como

macroemulsificante polimerizable (macro-surfmer). Asi, se propuso sustituir parcialmente los
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mondmeros biobasados, con un monémero mds soluble en agua, como el BA o el MMA. Si bien
esta estrategia permitio que la nucleacion en la fase acuosa progresara exitosamente, el contenido
de materiales de origen natural disminuyé notablemente. Para optimizar la fraccién de origen
natural, se plante6 entonces la sintesis de un ldtex hibrido a través de una terpolimerizacion,
empleando OA/IBOMA y una fraccién de MMA, encontrando la concentraciéon minima requerida
(4 % de MMA, equivalentes a 0.11 moles de grupos vinilicos disponibles por litro de agua) para
que la nucleacion de las particulas ocurra y la propagacién de la polimerizacidn sea exitosa en
presencia de caseina metacrilada. Esta estrategia permitié obtener materiales con un alto
contenido ‘bio’ (de aproximadamente 75.7 %), sin resignar la resistencia al agua de los mismos y
manteniendo su biodegradabilidad parcial en compostaje orgénico.

Para mejorar la resistencia al agua de los films hibridos basados en caseina, en esta Tesis se
propuso incorporar una proteina hidrofébica, como la zeina, para contrarrestar el cardcter
hidrofilico de la caseina. En este sentido, se sintetizaron ldtex hibridos con ambas proteinas.

En una primera instancia, se investigd la polimerizaciéon batch en miniemulsién, como una
alternativa para introducir la zeina, debido a que es el proceso mds empleado para incorporar
materiales hidrofébicos. Mediante el mismo, se logrd sintetizar con éxito un latex hibrido
conteniendo una combinacién de zeina-caseina (como biomateriales) y acrilicos, obteniendo
particulas con una morfologia nicleo-coraza, que poseen una alta sinergia entre las fases acrilica
(ntcleo) y la proteica (coraza). Asi, la hidrofobicidad de la zeina contribuy6 significativamente a
la resistencia al agua de las peliculas hibridas, reduciendo un 59% la absorcién de agua respecto
de los films basados sélo en caseina, y aumentando su hidrofobicidad superficial (dngulo de
contacto = 83°), sin modificar significativamente las propiedades mecénicas y térmicas de las
peliculas. Si bien esta técnica permitié desarrollar materiales menos susceptibles al agua con un
gran potencial para su aplicacién como recubrimiento, no fue posible incrementar el contenido de
zeina por encima del 5% (respecto al total de proteina). Este resultado, motivé el desarrollo de

una nueva estrategia de polimerizacion que fuera capaz de incorporar mayor cantidad de zeina.
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Con este propdsito, se implement6 la polimerizacion presenmbrada en emulsién bajo operacién
semi-batch, empleando como siembra inicial bioparticulas contienendo ambas proteinas (caseina
y zeina).

En una primera etapa, se optimiz6 la sintesis de las bioparticulas a partir de la técnica
antisolvente de precipitacion, obteniéndose asi nanoparticulas estables y con un alto rendimiento
de produccion, resultando como mejor opcién la alimentacién del solvente sobre el antisolvente.
Luego, se estudi6 la polimerizacién de una mezcla de mondmeros acrilicos sobre la siembra de
estas bioparticulas, La adicién lenta y constante de los mondmeros, permitid la copolimerizacién
de los monémeros que componen la fase acrilica sobre la superficie de las bioparticulas, formando
particulas hibridas con una morfologia multilobular. Los films obtenidos a partir de estos latex,
presentaron una alta resistencia a las soluciones dcidas y una gran sensibilidad al pH (superiores
a los obtenidos por los films de proteina pura), por lo que estos materiales hibridos presentan

propiedades prometedoras para su aplicacién como recubrimiento entérico.

7.2 SUGERENCIAS PARA TRABAJOS FUTUROS

Como trabajos a futuro se plantea el estudio de nuevas estrategias que permitan mejorar las
propiedades de las peliculas hibridas de acrilico/proteina, posibilitando su aplicacion tecnoldgica

e industrial. Las actividades que se sugieren son:

e Investigar la incorporacion de la zeina metacrilada con GMA, en combinacién con caseina
funcionalizada, en sistemas hibridos para su aplicacién como recubrimiento, a través de la sintesis
de latex mediante polimerizacién en miniemulsién (o en emulsién) semi-batch. Se espera que al
emplear ambas proteinas funcionalizadas, se logre mejorar el injerto de las mismas con la fase
acrilica, permitiendo incorporar una mayor fraccién de zeina para obtener materiales menos

susceptibles al agua.
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¢ Analizar nuevas estrategias para incrementar la resistencia al agua de los materiales basados
en caseina. Para ello, se propone la formulacién y sintesis de latex hibridos auto-curables, es decir
que tengan la posibilidad de reticular la fase proteica y acrilica durante la formacion de pelicula.
Se propone por ejemplo considerar la adicion en la fase acrilica de diacetona acrilamida (DAAM),
y dihidrazida del acido adipico (ADH) como agente entrecruzante. De esta forma, el
entrecruzamiento se produciria a temperatura ambiente, entre los grupos cetona de la DAAM y
los grupos hidrazida del ADH, con la liberacion de una molécula de agua. Esto implicaria que el
sistema reaccionara durante la aplicacion, en la etapa de secado del latex para la formacién de
pelicula. De esta forma, se prevé que este sistema auto-curado tendrd una mayor resistencia al
hinchamiento en agua.

Considerando este mecanismo de auto-curado, también se propone analizar nuevas estrategias
para modificar quimicamente la caseina, con el propdsito de dotar a la proteina de grupos cetonas,
utilizando, por ejemplo, el éster de NHS de dcido levulinico como agente modificante. Asi, la
funcionalizacién de la proteina se lograria a través de los grupos amino, los cuales son muy
reactivos frente al grupo NHS. Esto permitiria sintetizar latex hibridos por polimerizacién en
emulsion con capacidad de reticular la fase proteina en presencia de ADH, durante la formacién
de pelicula. Como es conocido, mediante esta técnica de polimerizacién se obtienen particulas
con una morfologia nicleo-coraza, donde la fase acrilica forma el nicleo, y la caseina recubre y
estabiliza dichas particulas. Por lo tanto, al incorporar caseina modificada que contenga grupos
cetonas en su estructura, se lograria un entrecruzamiento de las particulas a través de la propia
proteina, con lo cual se podria reducir su susceptibilidad al agua, sin afectar su biodegradabilidad.
En esta direccién, también se propone sintetizar proteinas polifuncionales (con funcionalidades
especificas), que contengan grupos vinilicos y grupos cetonas en su estructura, para que sean
capaces de polimerizar radicalariamente e injertarse a la fase acrilica, a la vez que tenga la
capacidad de autocurado a temperatura ambiente durante la formacién de film. En esta propuesta,

ya se cuenta con algunos resultados preliminares obtenidos durante la ejecucion de la Tesis.
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e Avanzar en la sintesis de recubrimientos entéricos basados en zeina-caseina a través de la
polimerizacién en emulsion semi-batch, implementando nuevas estrategias que permitan mejorar
la estabilidad del sistema, reducir la formacién de codgulos durante la polimerizacién, optimizar
el contenido proteico para mejorar la estabilidad de los sistemas y reducir la formacién de
particulas no hibridas producidas por nucleacion homogénea en la fase acuosa. Se explorara el
incremento de la relacién bioparticulas/acrilico, y la variacién de la relacién caseina-zeina que
conforman las bioparticulas.

Asimismo, se propone estudiar nuevas formulaciones monoméricas, incrementando la Tg de
la fase acrilica, para comprender su efecto sobre la morfologia de las particulas hibridas, basados
en el sistema propuesto por Blenner, y correlacionar la microestructura con las propiedades de
aplicacidon. En esta direccion, también se pretende incorporar en la formulacién monémeros que
presenten sensibilidad al cambio de pH, como los 4cidos (meta)acrilicos, para incrementar la
respuesta de los materiales hibridos.

Por ultimo, se pretende continuar con la caracterizacion de estos materiales haciendo hincapié
en su resistencia a los medios dcidos y la sensibilidad al cambio de pH, la permeabilidad al vapor
de agua, su capacidad de liberacién (retardada o sostenida) en presencia de enzimas digestivas
como la pepsina y la pancreatina, presentes en los fluidos géstricos e intestinales, respectivamente.
Ademads, se plantea considerar el recubrimiento de algunos sustratos por aspersion mediante un
lecho fluidizado, estudiando las condiciones para optimizar el proceso, y evitar los problemas
tipicos de la técnica, como la permanencia de humedad de los nicleos, la formacién del defecto
conocido como ‘piel de naranja’ del recubrimiento, o la aparicion de grietas (cracking) sobre el
film, entre otras. Esto dltimo se propone llevarlo a cabo en colaboracién con el Dr. Santiago Palma
(UNITEFA CONICET, FCQ, Universidad Nacional de Cérdoba). El proceso de recubrimiento se
prevé llevar a cabo en un secador de lecho fluido escala de laboratorio (CALEVA®), empleando
esferas de azidcar (SUGLETS®, de la empresa COLORCON®), como ntcleo de soporte

(plataforma), sobre la cual se aplicard el latex por aspersion. Debido a que las esferas de aztcar
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son inertes, pueden adsorber principios activos en fase acuosa, previo a la etapa de recubrimiento,
por lo que una vez determinadas las condiciones 6ptimas para el recubrimiento de las esferas con
los latex hibridos, se investigard la carga y liberacién de algunos principios activos. En este

sentido se propone iniciar con un colorante de fécil deteccién, como el azul de metileno.
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ANEXO

En este Anexo, se detallan la lista de materiales, caracterizaciones y procesos, y el

equipamiento utilizado a lo largo de toda la Tesis.

A.1. MATERIALES

La Tabla A.1, contiene la descripcién de los reactivos que se emplearon a lo largo del trabajo

experimental de la presente Tesis Doctoral. Todos los reactivos se utilizaron como fueron

recibidos, sin ninguna purificacién adicional. El agua empleada a lo largo de todo el trabajo fue

destilada y desmineralizada.

Tabla A.1. Descripcion de los reactivos empleados durante el trabajo experimental.

metilpropionitrilo) (AIBN)

Reactivos Funcion Proveedor Pureza
Grad
Zeina Biopolimero Sigma-Aldrich ,ra . ©
técnico
Si -Aldrich Grad
Caseina Biopolimero 1gma. e ,ra.o
o Tecnicom técnico
N-vinil caprolactama Mondémero Aldrich 98%
Aldrich 99%
Acrilato de n-butilo Monoémero Lo Grado
Quimidroga L.
técnico
Aldrich 99%
Metacrilato de metilo Monoémero Lo Grado
Quimidroga ..
técnico
) ) , . . Grado
Acrilato de 2-octilo Monoémero bioderivado Arkema L.
técnico
) ) . , . . .. Grado
Metacrilato de isobornilo Monomero bioderivado Visiomer Terra .
técnico
Metacrilato de glicidil
( G(;i:r)l ato de gliadlio Agente funcionalizante Sigma-Aldrich | 97%
N,N-metilen bisacrilamida Entrecruzante Genbiotech 99.9%
Irgacure 2959 (2-hidroxi-4'-
(2-hidroxietoxi)-2- Fotoiniciador Ciba® 9%
metilpropiofenona)
2.,2'-azobis(2-
,2'-az0bis( Iniciador Aldrich 98%
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Tabla A.1. Continuacion

Reactivos Funcién Proveedor Pureza
Persulfato de potasio (KPS) Iniciador Mallinckrodt 99%
Hidroperéxido de tert-butilo .. . 70/30
I d Aldrich
(TBHP) fictacor rie TBHP/agua
. Iniciador (Agente Briigemann
B lite 7 (FF7
ruggolite 7 (FF7) reductor) Chemical 9%
n-Isopropil hidroxilamina Inhibidor de radicales Donado por Grado
(IPHA) libres Petrobras SA técnico
Inhibi el
Hidroquinona (HQ) n ibidor de radicales Fluka > 99%
libres
Lauril sulfato de sodio (SLS) | Emulsificante Cicarelli 95.0 %
Dowfax 2EP (o Dowfax
2A1; dodecil difenil-eter Emulsificante Dow 45.0 %
disulfonato de sodio)
Trietilamina Base Sigma-Aldrich | 99.0 %
Carbonato de sodi . . ..
(I\?; 2((;1(1)213)0 © Sod1o Regulador de pH Cicarelli Pro-anélisis
Bicarbonato de sodi
(1\11(;; C(glj) © ce 5ocio Regulador de pH Cicarelli Pro-anilisis
Fosfat basico d
p(())sa:i(()) (I;l(cl)—rll;) Oaj;CO ¢ Regulador de pH Cicarelli Pro-analisis
Cloruro de sodio (NaCl) Regulador de pH Cicarelli Pro-anélisis
Hidréxido de sodio (NaOH) | Regulador de pH Cicarelli Pro-anilisis
Acido clorhidrico (HCI) Regulador de pH Anedra 37.0 %
. . .. . Grad
Azida de sodio (NaN3) Agente antimicrobiano Anedra ra ,(,)
analitico
Agua deuterada (D20) Utilizado en '"H-RMN Aldrich >99.0 %
Dimetilsuféxido deuterad . .
(Sﬁ‘;losi‘;:)”“ © CeUtEado 1 Utilizado en 'H-RMN Aldrich >99.0 %
Recubrimient ill Grad
Polivinil formal (formvar®) ecu. rimien ,0 pafa gras Fluka r.a © )
de microscopia microscopia
.. , . .. Grado
Acido fosfotingstico (PTA) | Agente de tincién Fluka . h
microscopia
. L Grado
Acetato de uranilo (UAc) Agente de tincién EMS . .
microscopia
O-ftalaldehido (OPA) Marcador fluorescente Sigma 99.0 %
Sodio tetraborato
. Grado
decahidratado Regulador de pH Anedra analitico
(Na2B4O7. 1 OH20)
Reacti 1
B-mercaptoetanol cACHVO pata 1 ensayo Fluka >99.0 %
OPA
Etanol anhidro Solvente para OPA Cicarelli 99.9 %
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Tabla A.1. Continuacion

Reactivos Funcion Proveedor Pureza
1 lubili
Etanol So ve/:nte para solubilizar Porta 96.0 %v/v
la zeina
DMSO Solv?nte para solubilizar Anedra 99.9 %
la zeina
1 lubili
Dimetilformamida (DMF) S0 ve/:nte para solubilizar Anedra 99.9 %
la zeina
, 1 lubili
Acido acético Solvente para solubilizar Anedra 99.5 %

la zeina

Solvente empleado en
Metil etil cetona (MEK) determinacién de Anedra 99.0 %
resistencia quimica

Solvente empleado en
Tetrahidrofurano (THF) determinacién de la Cicarelli Pro-analisis
fraccion insoluble

A.2. EQUIPAMIENTO E INSTALACIONES UTILIZADAS PARA LA SINTESIS

DE LOS MATERIALES EN ESTA TESIS

A.2.1. Sistema de modificacion quimica de la zeina

La modificacién quimica de la zefna se llevé a cabo en los laboratorios del Grupo de Quimica
Orgénica Aplicada (INTEC), con la colaboracién de los investigadores Victoria Vaillard y
Santiago Vaillard. La Figura A.1 muestra los equipos empleados para dos de las modificaciones
realizadas a la zefna, la modificacién con miristato de NHS (matraz) y el cloruro de acriloilo (tubo
schlenk). Como se puede observar, el equipo utilizado depende del tipo de modificacion. Asi,
cuando se requirié una atmosfera inerte se emplearon tubos schlenk con una atmosfera de N»
administrada a través de un globo; y de lo contrario se utilizaron matraces simples. En todos los
casos, la agitacion se realizé con agitadores magnéticos, y el control de la temperatura se realizé
con bafios de aceite o hielo (cuando es necesario una temperatura superior o inferior a la

temperatura ambiente, respectivamente).
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Meodificacién de

Meodificacionde la la zeina con CIA

zeina con m-NHS

Tubo schlenck

Matraz

Agitador
magnético

Globo con Nz
para el control
de la atmosfera

Figura A.1. Equipos utilizados para la modificacion quimica de la zeina con miristato de NHS

(m-NHS) y el cloruro de acriloilo (CIA)

Las condiciones de reacciéon fueron especificadas en el Capitulo 2, al igual que el
procedimiento para la purificaciéon de la zeina modificada, debido a que depende del agente

modificante empleado.

A.2.2. Sonicador empleado en la preparacion de las miniemulsiones y en la sintesis

de las bioparticulas

El sonicador es un dispositivo que produce ondas de ultrasonido (US) y consta de tres
componentes principales, el “generador” que transforma la linea de corriente alterna en energia
eléctrica de alta frecuencia, el “convertidor” que es un dispositivo cilindrico conectado al
generador que transforma la energia eléctrica en vibraciones mecanicas, y la “sonda” que esta
conectada al convertidor y transmite y amplifica la vibracién. En la Figura A.2 se muestra el
sonicador Sonic VC 750 (750 watts de potencia) utilizado en los sistemas estudiados.

Durante la operacién de sonicacidn, la sonda se sumerge en el liquido y la punta de la
sonda se expande y se contrae una distancia que depende de la configuracién de amplitud definida
por el usuario. EI US generado por la sonda, causa la oscilacion de las moléculas del liquido
respecto a su posicion en la medida que la onda se propaga. Durante los ciclos de compresién la

distancia entre las moléculas decrece, mientras la misma aumenta durante los ciclos de
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rarefaccion. La rarefaccion resulta en una presién negativa que puede causar la formacion de
cavidades (burbujas) que van creciendo. En el ciclo de compresion subsiguiente de la onda, las
burbujas se ven obligadas a contraerse y pueden incluso desaparecer totalmente. Las ondas de
choque producidas en el colapso total de las burbujas causan la ruptura de las gotas de monémero
o micro-agregados de los alrededores. Estas gotas (o particulas) mas pequefias que se generan
deben ser estabilizadas por adsorcién de un emulsificante (presente en el medio acuoso) sobre su

superficie.

Convertidor Generador

Sonicador

3
alsde
'
o

Bomba de jeringa Agitador Conexionde la camisa al
magnético bafio refrigerante

Figura A.2. Equipo sonicador Sonic VC 750. La bomba de jeringa solo se utilizé durante la

sintesis de las bioparticulas zeina-caseina, y no en la preparacion de miniemulsiones.

Para un sistema determinado, la reduccién del tamafio de las gotas/micro-agregados durante
la sonicacién, depende de la energia que se le entrega por unidad de volumen. La energia total
entregada a un volumen determinado, depende de la potencia y el tiempo efectivo de sonicacion.
El tiempo total de homogenizacidn estd comprendido por pulsos definidos por periodos donde el
equipo aplica ultrasonido (denominado como periodo “on”) a una potencia dada, seguido de un
periodo donde la sonicacién es suprimida (denominado como periodo “off”), que favorece el
control de la temperatura de la muestra a tratar. Por ejemplo, un pulso con 20 s on 'y 5 s off significa

que el equipo funciona durante 20 s y espera 5 s para aplicar el siguiente pulso. Durante el proceso
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de homogenizacidn se genera calor, el cual debe ser removido para evitar la evaporacion de los
solventes y los monémeros. Por tal motivo, la sonicacién se realizé en un recipiente de vidrio

encamisado y con agitacién magnética, por cuya camisa circula agua con refrigerante a -10 °C.

A.2.3. Reactores de polimerizacion y bombas de dosificacion

En las Figuras A.3 y A.4 se muestran imdgenes del sistema completo de reaccién utilizado y
una ampliacién con el detalle de las conexiones del reactor, respectivamente. El sistema consta
de un reactor encamisado de vidrio con una capacidad de 300 ml o 70 ml, con agitacion mecénica
(IKA-WERK RW20) o magnética, respectivamente. Los reactores estin provistos de un
condensador de reflujo, y multiples entradas para carga del reactor, dosificaciones, toma de
muestra y burbujeo de nitrégeno. La temperatura del medio de reaccién se registra mediante una
termoresistencia (Pt100) conectada a un controlador digital. Por la camisa del reactor circula agua
proveniente de un bafo termostatico (Lauda E100), con el objeto de controlar la temperatura de

reaccion.

Motor del agitador _/ Medidor digital de la Temperatura

Bombas dosificadoras

Flotdmetroo [=

caudalimetro ™ ;
de N, Computadoray programa que controla 1
]
H |
Reactor = |
1
1
|
1
I
1
. I
Bafio Pni Bl | d > - |
termostatico [} . !
. 3 !
\ I
RV A :
1
1
- . |
1
=] ] ]
Balanzas Mondémeros dosificados

Figura A.3. Sistema completo de reaccion utilizado. La bomba de dosificacion solo se emplea

cuando las polimerizaciones son semi-batch.
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Condensadorde vapores Burbujeo de nitrogeno

Ingreso de los
mondmeros
alimentadosde
forma semi-batch

P
Toma de
1 muestra

Conexidnal
bafio
termostatico

Termorresistencia

Pt100 Burbujeo de

nitrogeno

Agitador

mecanico :
Agitador

magnético
REACTORDE 300 ml REACTORDE 70 ml

Figura A.4. Detalle de las conexiones de los reactores de 300 y 70 ml. La diferencia entre los

sistemas es la forma de agitacion.

El proceso de polimerizacién varfa segtin sea un sistema batch o semibatch, y se ha detallado
en los Capitulos correspondientes.

Para el caso de las polimerizaciones semi-batch, el sistema de dosificacion utilizado consta de
2 bombas dosificadoras (Prominent Gamma/L) y una bomba peristdltica BT100-2J]
(Longerpump®) conectadas en circuito cerrado a balanzas digitales (Ohaus) mediante una PC
para el control automdtico del caudal de alimentacién. Si bien el sistema tiene capacidad para 3
dosificaciones en simultineo, en esta Tesis se utilizé una sola corriente de alimentacion
compuesta por una mezcla de mondémeros. Esta mezcla que se desea alimentar se coloca sobre la
balanza en un recipiente de vidrio, desde el cual es dosificada hacia el reactor. El programa
controlador (Figura A.2), registra el peso de los mondmeros y el tiempo de reaccion, controlando

el funcionamiento de la bomba dosificadora para obtener el caudal de alimentacion deseado.

A.3. CARACTERIZACIONES DE LAS PROTEINAS MODIFICADAS

La ocurrencia de la modificaciéon de las protefnas fue analizada por 'H-RMN, anilisis

elemental y por el método de determinacién de grupos amino basado en el o-ftalaldehido (OPA).
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A.3.1. Resonancia magnética nuclear de protones (‘H-RMN)

La espectroscopia de RMN permite determinar las estructuras de los compuestos organicos,
mediante el estudio de nicleos atémicos con un nimero impar de protones o neutrones (o de
ambos), como por ejemplo los dtomos de 1 H, entre otros. Este tipo de nicleos son
magnéticamente activos, es decir poseen un espin, y un movimiento de rotacién sobre un eje que
hace que se comporten como si fueran pequefios imanes. En ausencia de campo magnético, los
espines nucleares se orientan al azar; sin embargo, cuando una muestra se coloca en un campo
magnético, los niicleos con espin positivo se orientan en la misma direccién del campo, en un
estado de minima energia denominado estado de espin o, mientras que los niicleos con espin
negativo se orientan en direccién opuesta a la del campo magnético, en un estado de mayor
energia denominado estado de espin §. Cuando una muestra que contiene un compuesto organico
es irradiada brevemente por un pulso intenso de radiacién, los nicleos en el estado de espin o son
promovidos al estado de espin . Cuando los niicleos vuelven a su estado inicial, emiten sefiales
cuya frecuencia depende de la diferencia de energia entre los estados de espin o y B. El
espectrometro de RMN detecta estas sefiales y las registra como una gréfica de frecuencias frente
aintensidad. En cualquier molécula, la nube electrénica que existe alrededor de cada niicleo actia
como una corriente eléctrica en movimiento que, como respuesta al campo magnético externo,
genera una pequefia corriente inducida que se opone a dicho campo y actia como un
apantallamiento de la sefial detectada. Las variaciones en las frecuencias de absorcion de
resonancia magnética nuclear, que tienen lugar debido al distinto apantallamiento de los nicleos,
reciben el nombre de desplazamientos quimicos (unidades 6 6 ppm), y es tnica para cada tipo de
molécula.

Los espectros de 'H-RMN fueron obtenidos con un espectrémetro Bruker de 300 MHz. En el
caso de la caseina se utiliz6 la secuencia watergate para suprimir la sefial del agua. Para esto, se
prepar6 una solucién de las proteinas modificadas y nativas (10 mg/ml) en 0.7 ml de solventes

deuterados (D20 para la caseina, y DMSO-db6 para la zeina), y posteriormente colocados en tubos
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RMN asegurando que la misma alcance una altura entre los 4-4.5 cm. En todos los casos, antes
de realizar la medicioén, la proteina fue debidamente purificada para asegurar la eliminacién del
agente modificante y otros contaminantes presentes en las muestras, como subproductos de

reaccion.

A.3.2. Método del o-ftalaldehido (OPA): Determinacion del porcentaje efectivo de

dobles enlaces incorporados a la caseina metacrilada

El método del OPA consiste en la reaccion de este compuesto con los grupos amino primarios
de la caseina para formar 1-alquiltio-2-alquil isoindoles sustituidos, los cuales resultan altamente
fluorescentes, mostrando una banda de absorcién a 340 nm.?*®2% Para esto, se prepara una
solucién de OPA, a partir de 5 mg de dicho reactivo, 100 pL. de etanol puro, 5 pl de B-2-
mercaptoetanol y 10 ml de un buffer carbonato (50 mM, pH 10.5). Es importante considerar que
dicha solucidn reactiva debe ser protegida de la luz y utilizada dentro de las dos horas desde su
preparacion. El andlisis de las muestras se llevé a cabo a temperatura ambiente, utilizando 100 pl
de muestra (1% p/p de proteina), mezclados con 1 ml del reactivo OPA previamente preparado.
Se midié la absorbancia de la caseina nativa y funcionalizada, a 340 nm, mediante espectroscopia
UV. Ademés, se realizé un blanco empleando 100 pl de agua, en lugar de la muestra proteica.
Los grupos amino disponibles se determinaron como la relacién entre la absorbancia obtenida
para la caseina metacrilada (Acr) y la absorbancia de la caseina nativa (Acw), restando en cada
caso el valor del blanco (Ap), de acuerdo con la ecuacién A.1. El valor de Acy-Ap se asume como
el 100% de grupos amino presentes en la caseina, el cual se ve reducido al modificarla

quimicamente a través de dicho grupo.

Agp — A
ACF—B><100 [A4.1]

Grupos amino disponibles (%) =
cv —4p
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A.3.3. Tension superficial de la soluciéon de caseina, para la determinaciéon de la
CMC

Es conocido el hecho que la caseina en solucion acuosa forma agregados micelares, debido a
su carécter anfifilico. Una forma de determinar la presencia de estas micelas es a través de la
tension superficial (y) de la solucién de la proteina, y de su concentracién micelar critica (CMC),
a partir de la cual habrd micelas de la proteina en la fase acuosa. La Figura A.5 muestra una curva
tipica de y de una solucién acuosa de un emulsificante convencional, en funcién del logaritmo de

la concentracidon del mismo.

Yrzo: Tension Sup. agua pura

pd

30.0 -

- . I

Y- Tension Sup. critica |
|

|

Tension superficial [mN/m]

| ., . .
|CMC: concentraciénmicelar critica

Concentracion del emulsificante [mg/ml]

Figura A.5. Esquema representativo de la variacion de la tension superficial respecto a la

concentracion, para una solucion de un emulsificante convencional.

Como se puede observar, la tension superficial del agua pura (yu20) es 72.8 mN/m, y a medida
que se aumenta la concentracidon de emulsificante o de una proteina, y disminuye hasta alcanzar
un valor constante conocido como tensién superficial critica (yc), correspondiente a la
concentracién micelar critica (CMC). Una vez que la solucién alcanza la CMC, el emulsificante
adicional formard micelas, motivo por el cual y no contintia descendiendo. Por lo tanto, midiendo
v de una solucién de un dado emulsificante y conociendo los valores de yc y CMC especificos

para el mismo, se puede determinar si existe o no la presencia de micelas.
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Las mediciones se realizaron a 25 °C, empleando un tensiémetro de anillo Kriiss K8. El método
involucra un anillo de platino que se sumerge en el liquido; luego se lleva cuidadosamente hacia
la superficie del mismo, y desde alli se eleva lentamente hasta que se produce la separacién del
anillo y el liquido. La fuerza (F) necesaria para elevar el anillo desde la superficie hasta su

separacion, se registra y se relaciona con y del liquido, de acuerdo a la ecuacion A.2.

F =2n(r; + )y [A.2]

donde, 7; y 7, son los radios interno y externo del adillo.

Antes de medir la tension superficial del latex, el anillo fue lavado con alcohol etilico y
quemado hasta su incandescencia con un mechero, para eliminar todo tipo de impurezas que
puedan interferir sobre la medicién. Ademas, previo a cualquier medicién, se comprobo el estado
del anillo midiendo la tensién superficial de agua desmineralizada.

De este modo, se confecciond la curva de y para las soluciones de caseina nativa y modificada,
variando la concentracién de la proteina en solucién acuosa, a fin de determinar su CMC. Los
valores de CMC y yc para la caseina nativa resultaron préximos a 0.08 mg/ml y 44.3 mN/m
respectivamente, en comparacién a 0.33 mg/ml y 35.0 mN/m de un tipico surfactante empleado
a nivel industrial, como el Dowfax 2EP (también empleado en esta Tesis), indicando un menor

poder emulsificante por parte de la proteina.

A.3.4. Analisis elemental, para la determinacion del grado de modificacion de la

zeina

El andlisis elemental CHON, también conocido como andlisis elemental orgénico o
microandlisis elemental, determina las cantidades de carbono (C), hidrégeno (H), nitrégeno (N),
y oxigeno (O) presentes en una muestra. Es una técnica usada para evaluar la pureza de
compuestos o la composiciéon quimica de diferentes muestras, incluidas sustancias sélidas,
liquidas, y volatiles. Conocer la composicién quimica de los elementos, permite entre otras cosas

determinar la estructura de las sustancias, permitiendo en nuestro caso diferenciar la composicién
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de una proteina nativa, de una modificada. La técnica se basa en la combustion (oxidacién)
completa y rdpida de la muestra, a una temperatura aproximada de 1000 °C.

Para la determinacién elemental de carbono, hidrégeno y nitrégeno en matrices orgdnicas, se
empled en esta Tesis el determinador elemental CHN628 (LECO). El instrumento utiliza una
técnica de combustion. Para ello, 100 mg de muestra previamente pesada y encapsulada se coloca
en el cargador del instrumento, se purga para eliminar los gases atmosféricos, y luego, se
introduce en el horno principal que contiene solo oxigeno puro. Tras la combustién completa, el
carbono, el hidrégeno y el nitrégeno presentes en la muestra se oxidan a diéxido de carbono
(CO»), agua (H>O) y NOx respectivamente. Estos gases son barridos en alicuotas de 10 cm?
empleando un gas portador (Helio) hasta los detectores. En el caso de C y H, se utilizan celdas
infrarrojas no dispersivas optimizadas (NDIR) separadas para la deteccion de H.O y CO,. Por
otro lado, los gases de NOx pasan a través de un tubo de reduccién (relleno de cobre), para reducir
gases a N> y eliminar cualquier exceso de oxigeno presente en el proceso de combustidn, antes de
llegar a la celda de conductividad térmica, utilizada para detectar el N». Si bien, los valores de C,
H, y N pueden determinarse simultdineamente, la del O suele analizarse en un segundo paso
mediante pirdlisis (determinacién no empleada en esta Tesis).

El andlisis se hace por duplicado y los resultados finales generalmente se muestran en
porcentaje de peso respecto al peso de la muestra, o en partes por millén. En la Tabla A.2 se
detallan los rangos de deteccidon del determinador elemental CHN628 y la precisién de las
mediciones.

Tabla A.2. Rangos de deteccion y de sensibilidad del equipo
Elemento Rango de deteccién del equipo (mg) Rango de precisién (mg)

C 0.02-175 0.01
H 0.1-12 0.05
N 0.04-50 0.02
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A.4. CARACTERIZACIONES DE LOS LATEX Y DE LAS PARTICULAS

A.4.1. Conversion de monémeros por gravimetria

La conversién global de los monémeros acrilicos (x) durante las polimerizaciones, se
determind por gravimetria. Para ello, se tomaron muestras de latex a distintos tiempos durante la
polimerizacidn, se pesaron y secaron en estufa a 70 °C hasta alcanzar un peso constante. A cada
muestra (de aproximadamente 2 g), se le adiciond unas gotas de solucién de IPHA al 1% para
detener la reaccion. El célculo de la conversion global se realizé de acuerdo a la ecuacion A.3,
considerando que el peso de la muestra seca no sélo contiene la masa de polimero formado durante
la reaccién, sino también la de otros sélidos no volatiles (como las proteinas, sales del buffer, e
iniciador, entre otros).

peso muestra seca — peso de so6lidos no volatiles (y no polimerizables) (A.3]
X = — .
peso de los monomeros acrilicos cargados

El término “peso de los mondmeros acrilicos cargados™ hace referencia a la masa de monoémeros
acrilicos al comienzo de la polimerizacidn, cuando la polimerizacién es batch, o a la masa de

mondmeros cargada al finalizar la dosificacidn, cuando la polimerizacion es semi-batch.

A.4.2. Tamaiio medio de gotas o de particulas por dispersion de luz dinamica

Los didmetros medios de particula del latex (Dp) y los didmetros medios de gotas (Dd, en el
caso de las miniemulsiones) se midieron por dispersiéon de luz dindmica (DLS) a 30°C y a un
angulo de deteccién de 90°, empleando un fotémetro de dispersién de luz marca Brookhaven con
un laser de He-Ne (632.8 nm) polarizado verticalmente, y un correlador digital (Modelo BI-2000
AT), tal como se observa en la Figura A.6. Para evitar la dispersién multiple, la concentracién de
las particulas/gotas se ajusté con agua desionizada hasta obtener alrededor de 1-2x10° cuentas/s.
El célculo de Dp y Dd se realiz6 a través del método de los cumulantes cuadrético (Koppel, 1972),

a partir de las funciones de autocorrelacion medidas. Es importante aclarar que, para la
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determinacion del tamafio de gotas, la dilucién de la muestra se realizé con una solucién saturada
en mondmeros para evitar la difusién de los monémeros desde las gotas al agua.

En el caso de las polimerizaciones en miniemulsién, el nimero de particulas o gotas por litro
de latex (Np o Nd, respectivamente) se calculé sobre la base de los datos de la conversion y del
diametro medio (nm), a partir de la ecuacién A.4. Asumiendo que la diferencia entre la densidad
del monémero y la del polimero no es significativa, se aproximé la relacion Np/Nd como Dd*/Dp?,

para determinar el mecanismo de nucleacién de las particulas.

_mxy (py (6 % 10%*
Np = (W) (E)( nDp3 ) [4-4]

donde m es la masa de mondmero en la receta (g), W es la masa de latex (g), p,, es la densidad

estimada del latex (g/cm?) y Py es la densidad del polimero (g/cm?).

Laser Conexion al bafio

termostatico

Porta muestra

Detector

Figura A.6. Fotometro de dispersion de luz Brookhaven

A.4.3. Proteina libre (FP)
La proteina libre (FP), se define como la fraccién de proteina que no se encuentra formando

parte de las particulas hibridas, quedando remanentes en la fase acuosa o adsorbidas sobre la
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superficie de las particulas. La cuantificacién de 1a FP, permite calcular indirectamente la cantidad
de proteina unida quimicamente al polimero acrilico, es decir, permite estimar el grado de
compatibilizacién de las fases acrilicas y proteicas. Cabe destacar que en el Grupo donde se
realizd la presente Tesis, se ha desarrollado una técnica ad-hoc que permite cuantificar el grado
de injerto de caseina en latex hibridos.*® En la Figura A.7 se esquematiza el método desarrollado
durante la Tesis Doctoral de M. Picchio.?!?

El método para determinar la FP involucr6 la separacién de la caseina no injertada, aplicando
un procedimiento de multiples centrifugaciones y redispersiones, como sigue: i) el latex se diluyd
con agua ultrapura al 1% de sélidos (sc) y fue centrifugado con una fuerza relativa de
centrifugacién de 25000g durante 4 h (15000 rpm); y ii) el sobrenadante que contiene la caseina
soluble se separd y el “pellet” se redisperso en una solucion de SLS al 0.5% p/p bajo agitacion
por 24 h, para promover la desorcién de la caseina no injertada de la particula. Luego, este
procedimiento de centrifugacién/separacion/redispersiéon con soluciéon de SLS se repiti varias

veces, hasta no detectar caseina en el sobrenadante.

A) Esquema de la composicion de un latex hibrido basado en caseina
Caseina soluble

O Particulas de acrilicos
estabilizadas con caseina

{ ) Particulas hibridas

Espectros UV de la caseina extraida en cada etapa
u.s 1
045 3

S\ ®

B) Determinacién de la caseina libre
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Figura A.7. Representacion de la caseina en un ldtex hibrido (A), y etapas para la determinacion

de la caseina libre a través de espectroscopia de absorbancia UV.
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Todos los sobrenadantes obtenidos luego de cada paso de centrifugacién, se analizaron por
espectroscopia de absorbancia UV y la concentracién de caseina sin injertar se obtuvo
combinando el drea de su pico caracteristico a 280 nm, con una calibracién de concentracién de
la caseina. En la Figura A.8 se muestra las calibraciones de concentracién obtenidas en H,O
(utilizada para procesar los sobrenadantes de los latex) y en una solucién al 0.5% de SLS (utilizada

en el analisis de los sobrenadantes obtenidos de las desorciones).

25
] y=15124x @
: R2=09997 .°
20 + /’,
] o
Zos y=8.614x
=] R2=0.9975
I o -
<0l o ¥
1 ’1,0 %
51 T
1 ” - $H20
] .’,’.' - @SLS (0.5%)
0 4 } + }

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Concentraciéon Caseina [mg/ml]

Figura A.8. Curva de calibracion para la determinacion de la concentracion de la caseina

soluble en agua y en solucion de SLS (0.5%)

Finalmente, la fraccién de FP se obtuvo como la relacién entre la caseina cargada y la no

injertada determinada a partir del andlisis de los sobrenadantes de acuerdo a la siguiente ecuacion:

masa de caseina libre
[A.5]

FP (%) = x 100
(%) masa de caseina cargada

donde la masa de caseina libre se obtiene como la suma de la masa de caseina recuperada en cada
etapa de centrifugacién-redispersion. El estudio se realiza por triplicado y se reporta el promedio
obtenido. Ademads, vale la pena destacar que la incorporacién de grupos vinilicos en la cadena de
caseina no afecta el espectro caracteristico de absorciéon de la proteina, por lo que no se

encontraron diferencias entre los espectros UV realizados con caseina nativa o funcionalizada.

204



Anexo

Para el caso de los materiales que contienen ambas proteinas (zeina y caseina), se aplicé una
variacién de la técnica, en la cual se utilizé la solucién de SLS (0.5%) para realizar tanto la
dilucion del latex, como las posteriores redispersiones de los pellets. Esto se debe a que la zeina
resulta insoluble en agua, pero es soluble en solucién de SLS. En este sentido, se realizé un estudio
para determinar las curvas de absorbancia UV de cada proteina en este medio, y la curva de
calibracién que se debe utilizar.

En la Figura A.9 se muestran los espectros UV obtenidos para 3 soluciones de caseina (CasA-
SLS) y zeina (Zn-SLS), con 3 concentraciones diferentes de proteina 0.25, 0.49, 0.77 mg/ml (CS5,
C4 y C3, respectivamente). Como se puede observar, ambas proteinas presentan un maximo de
absorcion a 280 nm; sin embargo, la zeina presenta una segunda sefial a 330 nm. En base a este
resultado, para el caso de la zeina se analiz6 el cociente entre el drea del pico a 330 nm y el 4rea
del pico a 280 nm (Figura A.9b), para determinar si existe una relacion constante entre dichas
dreas, de manera que permita diferenciar el aporte producido por la caseina y la zeina, sobre el
area total de un espectro obtenido a partir una mezcla de ambas proteinas (de concentracion
desconocida).

a) b
——2Zn-SLS C3 10
——Zn-SLS C4

——Zn-SLS C5

— = CasA-SLS C3
- = CasA-SLS C4
~ = CasA-SLS C5

St

Unidades de absorbancia [UA]

i

Relacion drea Pico 280 nm / pico 330 nm

00 02 04 06 08 10 12 14 16

Lougioad deoud fi] Concentracion de Zn (mg/ml)

Figura A.9. Espectros UV para 3 concentraciones de zeina y caseina, en una solucion de SLS
(a), y variacion de la relacion entre las dos sefiales que presenta la zeina, para soluciones con

diferentes concentraciones de proteina (b).
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Sin embargo, como se observa en la Figura 6.Ab, la relacién entre las sefiales de la zeina no
es contante cuando la concentracion de la misma es menor a 0.25 mg/ml (valores coincidentes
con las concentraciones generalmente observadas durante la determinacién de FP), por lo que no
fue posible diferenciar entre ambas proteinas empleando solamente UV como técnica de
deteccion.

En la Figura A.10 se muestra las curvas de drea vs concentracion, obtenidas para la caseina y
las dos senales de la zeina, en las soluciones de SLS. Es importante notar que, si se emplea como
curva de calibracién a la obtenida para la caseina, se estard reduciendo el valor real de la
concentraciéon de proteina en la muestra; mientras que al emplear la zeina se estard
sobredimensionando este valor.

@Zn-1°pico (280 nm) A Zn-2°pico HCasA
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Figura A.10. Curvas de calibracion en solucion de SLS, obtenidas para la caseina y para la zeina.

Sin embargo, tanto en el caso de las polimerizaciones en miniemlsién batch como en las
polimerizaciones en emulsién semi-batch realizadas a lo largo de esta Tesis, se esperaba que la
mayor cantidad de proteina libre fuera aportada por la caseina. Especificamente, en el primer caso
de la polimerizacién en miniemulsién se empleé un mayor contenido de caseina respecto al de
zeina (80:20 caseina:zeina), mientras que en el caso de las polimerizaciones semi-batch en
emulsidon con bioparticulas como siembra, la cantidad de caseina utilizada para estabilizar las
bioparticulas fue mayor a la minima cantidad necesaria.190 Ademads, se asume que la zeina estd
mayormente retenida en la fase hidrofébica de las particulas. Es por eso, que se empled la curva

de calibracién de la caseina, porque se espera que sea mds cercano al valor real de FP. Si bien
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esta técnica permite aproximar la cantidad de proteina libre en los sistemas, atin se encuentra en

estudio para mejorar la precisién de su determinacion.

A.4.4. Morfologia de las particulas por TEM

La microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) consiste en la irradiacién de un haz de
electrones sobre una muestra delgada (de un grosor no muy superior a 100 nm). El haz de
electrones posee la naturaleza de una “onda”, y se genera a partir de un filamento de tungsteno o
una fuente de hexaboruro de lantano, en una atmosfera de vacio. La longitud de dicha onda puede
variar segun el voltaje de aceleracién empleado (100 a 200 kV, correspondientes a longitudes de
onda de 0.0037nm a 0.0025nm, respectivamente). Parte de esos electrones son transmitidos o
dispersados, y otra parte da lugar a interacciones que producen distintos fenémenos como emisién
de luz, electrones secundarios, y rayos X. El microscopio electrénico de transmisién emplea la
transmision/dispersion de los electrones para formar iméagenes, la difraccién de los electrones para
obtener informacidn acerca de la estructura cristalina y la emisién de rayos X caracteristicos para
conocer la composicién elemental de la muestra.

Para determinar la morfologia de las particulas de los l4tex y las bioparticulas, se emplearon

los siguientes microscopios:

- TECNAI G2 20 TWIN (200kV, LaB6) de la Universidad del Pais Vasco, San Sebastian
(Espafia).
- JEOL JEM-2100 plus (200 kV) del servicio centralizado de grandes instrumentos
(SECEGRIN) del CCT-Santa Fe (Figura A.11)
-JEOL 100 CX (100 kV) del Laboratorio de Microscopia del CCT-Bahia Blanca

Para la observacién de las particulas de los latex hibridos, 10 pl de las muestras diluidas
(0.01 %sc), fueron depositadas sobre una rejilla de cobre cubierta con polivinil formal
(Formvar®) y dejandola secar a temperatura ambiente. Luego, las muestras fueron tefiidas

positivamente con una solucién al 1% en peso de dcido fosfotiingstico (PTA) o acetato de uranilo
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(UAc). Ambos agentes reaccionan con los grupos amino de las proteinas, y durante la
observacion, la fase proteica aparece de color oscuro porque el tungsteno y/o el uranio bloquean
el paso del haz de electrones (Smith y Bryg, 2006; McMahon et. al, 2008). Las micrografias se
tomaron en distintas zonas de la rejilla y a diferentes magnificaciones, dependiendo del tamafio
de particula.

En todos los casos, los l4tex fueron previamente tratados para eliminar el exceso de proteina
libre, siguiendo la misma técnica de dilucidén-centrifugacién-redispersion empleada para la

caracterizacion de PF.

Figura A.11. Equipo JEOL JEM-2100 plus perteneciente al SECEGRIN del CCT-Santa Fe

empleado en la determinacion de la morfologia de las particulas.

A.4.5. Distribucion de tamaiio por DCP

La fotosedimentometria centrifuga de disco (DCP), es un método de sedimentacidn, que
permite determinar la distribucién del tamaio de particulas coloidales, a partir de las diferentes
velocidades de sedimentacion que presentan las particulas de distinto tamafio en un campo
centrifugo. El equipo (Figura A.12) consiste esencialmente de un disco hueco transparente (de
vidrio o PMMA) que contiene un fluido conocido como "fluido de espin”, a través del cual se
mueven las particulas. El disco gira alrededor de su centro, la muestra coloidal se introduce en el

punto de rotacién central, y el tamaiio de las particulas se detecta por turbidimetria. El detector
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(Iampara de tungsteno/halégeno) detecta la intensidad de luz transmitida, la cual disminuye
cuando las particulas pasan a través de ella, debido a la dispersién/absorciéon que producen las
mismas. Como se puede observar en la Figura A.13, la fuerza centrifuga hace que las particulas
sean empujadas desde el sitio de la inyeccidon hacia la periferia del disco, produciéndose el
fraccionamiento por tamafios, en el que las particulas mas grandes viajan a mayor velocidad,
siendo las primeras en ser detectadas. A pesar de la existencia de una relacién tedrica entre el
tiempo de sedimentacién y el didmetro de particula, es importante resaltar que esta se basa en la
ley de Stokes, que considera que las particulas son esféricas, homogéneas y rigidas, debiéndose
conocer la densidad de las mismas. En sistemas complejos, como el que involucra a particulas
heterogéneas con morfologia nicleo-coraza, estas pueden presentar diferentes densidades en cada
fase, por lo que existirdn variaciones en los tiempos de sedimentacién y en los Dp respecto del

caso homogéneo.'®

Figura A.12. Equipo empleado para la determinacion de la distribucion de tamaiio de las

bioparticulas zeina-caseina

Disco
N inyeccion de
la muestra
tiempo &
fluido
"spin"

tiempo de inyeccion tiempo de fraccionamiento
(t=0) t=t)

las particulas grandes
se detectan primero

Figura A.13. Principio de funcionamiento del equipo DCP
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La determinacion de la distribucién de los tamafios de las bioparticulas de zeina-caseina se
llevé a cabo empleando el equipo BI-DCP Particle Sizer de Brookhaven Instruments corporation,
con un disco de 5.10 cm de radio y en el cual el detector se encuentra a 4.84 cm del centro de
inyeccién. Con el equipo parado, se carga entre los discos 0.2 ml de metanol (buffer fluid, que
permite obtener un gradiente de densidad y viscosidad en el fluido), luego se enciende el motor
del equipo a 11998 rpm, y se inyectan 15 ml de agua como spin fluid (densidad = 0.996 g/ml,
viscosidad = 0.842 cp a 27.5 °C), y por ultimo 0.2 ml de dodecano. Se espera 10 minutos para
permitir la formacién del gradiente de particulas, y se inyecta 0.2 ml de la muestra. La muestra se
prepara diluyendo el latex al 0.1% de sdélidos, utilizando una solucién con la misma proporcién

de agua y metanol.

A.5. CARACTERIZACIONES DE LOS MATERIALES FINALES

A.5.1. Morfologia de los hidrogeles por microscopia electronica de barrido (SEM)

Las imdgenes de un microscopio electrénico se obtienen mediante la deteccién, procesamiento
y visualizacién de las sefiales resultantes de las interacciones entre un haz de electrones de alta
energia con la materia. La imagen amplificada se obtiene a partir de las sefiales emitidas por la
muestra, que se va formando a medida que el haz de electrones se desplaza sobre una porcién de
su superficie. Este barrido (scanning) se realiza linea por linea sobre una pequefia zona de forma
rectangular (raster), que es la que se visualiza en la imagen final.

La morfologia de los hidrogeles, es decir la forma, tamafio y distribucién del tamafio de los
poros, se estudiaron por SEM, utilizando el equipo Phenom World ProX (Figura A.14), del
Programa de Electroquimica Aplicada e Ingenierfa Electroquimica (PRELINE) de la Facultad de
Ingenieria Quimica de la UNL (Santa Fe). Para la distribucién de los poros, las imdgenes fueron
procesadas empleando el programa Image-Pro plus 6.0, a partir del cual se mide el tamafio de
500-1000 poros, los cuales se grafican para obtener los histogramas que representan la

distribucion de tamaifios.
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Todos los xerogeles se hidrataron con agua ultrapura hasta el equilibrio, luego se cortaron
delgados discos de aproximadamente 2 mm de espesor y se liofilizaron. Las secciones

transversales de las muestras liofilizadas se observaron con diferentes aumentos (380 x y 4400 x).

Figura A.14. Imagen del equipo empleado para el estudio de la morfologia de los hidrogeles.

A.5.2. Morfologia de las peliculas por microscopia de fuerza atomica (AFM)

La morfologia de las peliculas se caracteriz6 mediante AFM en modo contacto intermitente o
“tapping”. En esta técnica, una palanca flexible de silicio o nitrito de silicio (“cantilever”) con
una punta de 10-30 nm de radio en su extremo (“#ip”), se emplea para barrer la superficie de la
pelicula. El cantiléver recibe una excitacién de oscilacién por parte de un componente
piezoeléctrico, sobre el cual se apunta un ldser con el objetivo de determinar la oscilacién real del
cantilever mediante la deteccion de su reflejo. (La Figura A.15 muestra el equipo empleado, como
asi también una imagen del cantiléver y el tip.) El barrido de la superficie da informacién de la
topografia de la muestra. Ademds, puede dar informacién de su composicion. Esta ultima se
obtiene como consecuencia de la modificacion que sufre la oscilaciéon de la punta sobre la
amplitud, fase y frecuencia de resonancia como consecuencia de la iteracion que tiene el fip con
la superficie. Esos cambios en la oscilacién real, con respecto a la oscilacién de excitacidn,

proveen informacién acerca de las caracteristicas del material, ya que dichas variaciones estdn
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parcialmente relacionadas con las propiedades viscoeldsticas de la superficie. Este tipo de
informacién se muestra en un modo secundario, que deriva del modo fapping, y que se denomina

imagen de fase, que da una idea de las propiedades del material o de su composicion.

Figura A.15. Equipo de AFM (a), con la correspondiente ampliacion del cabezal del microscopio

(b), y una imagen tomada por microscopio optico del cantiléver y del tip (c).

Las mediciones de AFM se llevaron a cabo en un sistema comercial Nanotec Electronic
equipado con puntas All-In-One-Al (Budget Sensors) del Instituto de Fisica del litoral (IFIS-
Litoral, CONICET-UNL) de Santa Fe. Se utilizé cantilevers construidos de silicio y recubiertos
por una capa de Al de 30 nm, con radio de punta < 10 nm. La frecuencia de resonancia y la
constante de resorte (k) utilizadas para los distintos modos, fue 350 kHz, k =40 N/m,
respectivamente. Todas las mediciones de AFM se realizaron en aire a temperatura ambiente. Se
empled una velocidad de escaneo de 0.6-1 Hz, obteniéndose imagenes de fase para las superficies
de los materiales. Para la adquisicién y el procesamiento de las imigenes se utilizé el software

libre WSxM.2!!

A.5.3. Temperatura minima de formacion de film (MFFT)
La MFFT de los ldtex se determiné empleando un método 6ptico,”® el cual involucra la

evaluacién del cambio en la transparencia de la pelicula formada a partir de un latex, luego de ser
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aplicado sobre una placa de acero inoxidable que posee un gradiente de temperatura. La
temperatura a la cual se observé una transicion en la transparencia de la pelicula, indicando la
ausencia de coalescencia de las particulas, fue considerada como la MFFT. En la Figura A.16a se
muestra una imagen del equipo utilizado para tal medicién. El mismo consta de una placa de acero
inoxidable de superficie rectificada, presentando en uno de sus extremos una resistencia eléctrica,
mientras que en el otro extremo se dispone de un intercambiador de calor de aluminio por el que
circula un fluido refrigerante, permitiendo establecer un gradiente de temperatura entre ambos
extremos. El perfil de temperatura es adquirido mediante 16 termorresistencias (Pt100) colocadas
en el cuerpo de placa equidistantes a pocos milimetros de la superficie de aplicaciéon. Antes de
realizar las determinaciones, se aseguré la estabilizacion del equipo, de modo que el gradiente de

temperatura fuera lineal e invariante en el tiempo (Figura A.16b).

Perfil de temperatura a lo largo de la placa metalica

Figura A.16. Ejemplo de aplicacion del ldtex sobre el equipo empleado para la determinacion

de la MFFT (a), y el programa de control del funcionamiento del mismo (b)

A.5.4. Hinchamiento o absorcion de los materiales en solventes, por gravimetria

La interaccion de los materiales sintetizados a lo largo de la Tesis, con diferentes solventes, se
llevé a cabo involucrando: i) la determinacién del grado de hinchamiento de los hidrogeles,
empleando agua como solvente, y para la degradacion de los hidrogeles, empleando soluciones

que simulan el fluido intestinal con y sin enzimas (pancreatina), y diferentes temperaturas; ii) la
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determinacion de la resistencia al agua y a los solventes orgénicos (MEK) aplicados a las peliculas
obtenidas de los latex hibridos sintetizados en los Capitulos 4 y 5; y iii) la determinacién de la
resistencia a los medios acidos de los films obtenidos a partir de los latex hibridos expuestos en
el Capitulo 6, como asi también la sensibilidad al cambio de pH. Para esto tltimo, se emplearon
dos soluciones que simulan los fluidos gastrico e intestinal, sin la presencia de enzimas.

El procedimiento consiste en la inmersién de una muestra seca y previamente pesada, la cual
se sumerge en el fluido correspondiente para cada caso. La muestra fue removida del medio a
tiempos regulares, secada cuidadosamente con papel absorbente, e inmediatamente regresada al
medio de inmersién. De forma genérica, la masa relativa absorbida a cada tiempo y el peso

perdido al final del ensayo se calculan segtin las siguientes ecuaciones:

Mt — Mi
Masa relativa absorbida (%) = M x 100 [A.5]

Mi — Mfs
Mi—Mfs

Peso perdido (%) = 100 [A. 6]

donde Mi, Mty Mfs representan la masa de la muestra seca inicial, la masa de la muestra hinchada
en un tiempo t, y la masa final de la muestra seca, respectivamente. La Mfs se obtiene al secar la
muestra hinchada hasta alcanzar un peso constante en estufa a 70 °C. Generalmente las muestras
presentan una humedad inicial, la cual se resta del peso Mi, previo al cilculo del peso perdido
(ecuacién A.6). La humedad inicial de la muestra se obtiene al secar una porcién de la muestra

inicial hasta peso constante, en estufa a 70 °C.

A.5.5. Fraccion insoluble (IF) del material

La fraccién insoluble del polimero se puede medir empleando una técnica de fraccionamiento
que permita extraer selectivamente con algutn solvente los polimeros de bajo peso molecular, o la
fraccidn no injertada o no entrecruzada de un material polimérico.

Para el caso de los films fotocurados obtenidos a partir de la zeina metacrilada y la zeina nativa,

se empled una solucion alcohdlica con una concentracion de 90 % v/v de etanol. Esto se debe a
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que, a esta concentracion, la zeina es facilmente solubilizada. El test se realizé sumergiendo una
muestra de peso conocido de los films obtenidos, en 10 ml de la solucién alcohélica a temperatura
ambiente durante 1 hora (superando el tiempo en el cual el film de zeina nativa fue completamente
solubilizado). Posteriormente, se recuperd la fraccion del film no solubilizada (correspondiente a
la IF) por centrifugacion, y se secé en estufa a 70 °C hasta peso constante.

La IF de los latex hibridos, fue determinada mediante extraccién por Soxhlet, empleando THF
como solvente. Esta técnica se basa en el hecho de que el copolimero hibrido y la caseina resultan
insolubles en THF, mientras que el homopolimero acrilico (no entrecruzado ni formando gel) es
completamente soluble en dicho solvente. Para ello, aproximadamente 0.5 g de polimero seco
(film) se colocé en un cartucho construido con papel de filtro de peso conocido y previamente
secado en estufa a 70 °C. La extraccién por Soxhlet se realizé durante 24 h bajo recirculacién
continua del solvente. Después de este periodo, el cartucho que contiene la fraccién insoluble, se
retir6 del Soxhlet, se secé en estufa a 70 °C y se registrd su peso.

La IF se calcula de acuerdo a la ecuacion A.7.

M _
IF (%) = % x 100 [4.7]

donde Mi es el peso inicial de la muestra seca, y el Mfs es el peso final de la muestra seca (que
incluye el peso del recipiente contenedor), y cv representa el peso del contenedor vacio

(eppendorf, tubo o cartucho de filtro de papel, segiin corresponda).

A.5.6. Propiedades mecanicas

Para los ensayos de traccidn y dureza se emple6 una maquina universal de ensayos INSTRON
3344, con una celda de carga de 1000 N. Todas las mediciones se realizaron en condiciones
controladas de temperatura (23 °C) y humedad (50%). En la Figura A.17 se muestra una imagen

de una probeta y el ensayo de traccién (a) y de dureza (b).
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Para los test de traccién, se cortaron probetas de las peliculas con forma de hueso, de acuerdo
alanorma ASTM D882, siendo las dimensiones de la zona de elongacién de 9.53 mm de longitud
con una seccién transversal de 3.18 mm x 1 mm?. Las pruebas se realizaron siguiendo la norma
ASTM D882, a una velocidad de elongacién de 25 mm/min. Se ensayaron al menos 5 probetas
por cada muestra, y reportandose los resultados como la media aritmética, junto a la desviacién

estandar.

Figura A.17. Imagen de una probeta y del ensayo de traccion (a), e imagen del ensayo de dureza

por penetracion (b).

El andlisis de dureza por penetracion, se llevé a cabo utilizando un indentador cilindrico de
punta plana de 10 mm de didmetro. El valor de dureza fue medido como la fuerza méxima en
compresion requerida para penetrar la muestra con el indentador hasta alcanzar 1 mm de
profundidad. El inicio de la penetracion se tomé cuando se detectd sobre la superficie de la

muestra una fuerza de 0.05 N.

A.5.7. Ensayos térmicos
El anilisis térmico ha sido definido como un grupo de técnicas en las cuales una propiedad de
una muestra es monitoreada con relacién al tiempo o temperatura, en una atmdsfera especifica, a

un régimen programado de temperatura.
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Por un lado, el anélisis termogravimétrico (TGA) es una técnica que mide la variacién de la
masa de una muestra mientras se la calienta, o se la mantiene isotérmicamente en una atmdsfera
definida. Esta técnica permite observar los pasos de pérdida de masa relacionados con la pérdida
de componentes voldatiles (humedad, solventes, monémeros), la descomposicién del polimero, la
combustién de negro de carbén y residuos finales (ceniza, cargas). Los ensayos de TGA se
realizaron con el equipo Q500 (TA Instruments) del Laboratorio de Andlisis Térmico (LAT) de
INTEC. Para ello, aproximadamente 5 mg de la muestra fue sometida a una rampa de temperatura
desde 25 a 600 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min y bajo atmdsfera de
nitrégeno. La temperatura de descomposicion maxima (Tqmax) s determiné como la temperatura
correspondiente al mdximo del pico principal obtenido en la curva de la derivada de la pérdida de
peso.

Por otro lado, la calorimetria diferencial de barrido (DSC) mide los cambios del flujo calérico
que surge cuando una muestra absorbe o libera calor a causa de efectos térmicos como la fusion,
la cristalizacidn, reacciones quimicas, la vaporizacién, y la transicién vitrea de los polimeros,
como una funcién del tiempo o la temperatura. Las mediciones de DSC se llevaron a cabo con el
equipo Q2000 y (TA Instruments), del LAT. A cada muestra, de aproximadamente 5 mg, se le
aplicé tres ciclos de temperatura (calentamiento-enfriamiento-calentamiento) y se determiné su
Tg durante el segundo calentamiento, adoptando la temperatura correspondiente al mdximo de la
derivada de la curva de capacidad calorifica durante dicha transicién. En todos los casos, debido
a que la caseina y la zeina poseen transiciones vitreas (Tg) préximas al comiendo de su
temperatura de degradacion (alrededor de 170 °C), los estudios de DSC se llevaron a cabo desde

—80 a 130 °C con una velocidad de calentamiento de 10 ° C/min.

A.5.8. Hidrofobicidad superficial, mediante el analisis del angulo de contacto
La determinacién del dngulo de contacto (CA) es un método ampliamente utilizado para

caracterizar la hidrofobicidad/hidrofilicidad de las superficies. El método consiste en medir el
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angulo formado entre la superficie del sustrato (film formado a partir del 1atex) y la gota de agua
depositada sobre la misma. Si el liquido es fuertemente atraido por la superficie sdlida (material
hidrofilico), la gota se extendera completamente sobre la superficie sélida (alta mojabilidad) y el
CA serd cercano a 0-30°. Al incrementarse la hidrofobicidad de la superficie, el CA aumenta. Un
material hidrofébico supera los 90°, mientras que uno altamente hidrofébico puede alcanzar un

CA préximo a los 150°.21

Figura A.18. Foto del equipo empleado para medir el CA (a), y muestra de un material con la

superficie hidrofilica (b) e hidrofébica (c).

El CA de la superficie de las peliculas fue determinado utilizando un gonidmetro construido
por el Grupo donde se realizé la presente Tesis Doctoral (Figura A.18a). El equipo consta de una
cédmara Point Grey modelo BFLY-PGE-0552M-CS, con una lente macro Edmund Optics #68-
678 con una magnificacion de 6X. A tal efecto, se aplicé una pelicula de 120 pm sobre una placa
de vidrio, se la dej6 secar por 24 h y posteriormente se depositaron gotas de agua de 32 pl a lo
largo de la pelicula. Las gotas fueron analizadas utilizando el método LB-ADSA!¢ y el software

gratuito “Imagel”. Se realizaron al menos 20 mediciones para cada muestra, reportandose un valor
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promedio. En la Figura A.18b-c, se puede observar el ejemplo de dos materiales diferentes, uno

con una superficie hidrofilica y otra més hidrofébica, respectivamente.

A.5.9. Propiedades reoldgicas

Las propiedades reoldgicas de los materiales se analizaron empleando el reémetro de Haake
(RheoStress RS80), del Laboratorio de Reologia de INTEC. Las condiciones de medicion
dependen del tipo de andlisis realizado y de las caracteristicas propias de las muestras. En la
Figura A.19, se muestra una imagen del equipo empleado (a) y del ensayo realizado sobre un film
hinchado (b).

HIDROGELES: Los estudios reocinéticos de la formacién de gel se realizaron usando el
redmetro equipado con geometria de cono y placa (dngulo de cono de 1 °, didmetro de 60 mm y
espacio de 0.05 mm). Los experimentos se realizaron a una frecuencia y amplitud de deformacién
de 0.1 Hz y 0.1%, respectivamente. Para la determinacién del punto de gelificacion, se aplicé una
rampa de temperatura de 40 a 70 °C con una velocidad de calentamiento de 2.25 °C/min y luego
la temperatura se mantuvo constante durante 10 min adicionales. El punto de gelificacion
corresponde a aquel en el cual las curvas del modulo de almacenamiento (G") y del modulo de
pérdida (G") se cruzan, es decir cuando G’ = G". Eso se debe a que cuando G' es mayor que G",
el material se comportard como un sélido viscoeldstico; es decir, las deformaciones seran
esencialmente elésticas o recuperables, mientras que, si G” es mayor que G', la energia utilizada
para deformar el material se disipa principalmente en forma viscosa, por lo que el comportamiento
del material es el de un liquido viscoeldstico.

PELICULAS HIBRIDAS: Las propiedades viscoeldsticas de los films hibridos obtenidos a

partir de los latex basados en zeina-caseina, se caracterizaron con una geometria de plato-plato de
20 mm de didmetro en el mismo redmetro anteriormente mencionado. A las muestras se les realizé
un barrido de amplitud desde 0.1 a 20 %, aplicando una frecuencia angular constante de 10 Hz, a

20 °C para determinar la region viscoeldstica lineal (RVL) de las peliculas secas (10 mm de
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didmetro) e hinchadas en diferentes buffers (pH 1.2 y 6.8). Luego se realizé sobre las muestras
un barrido de frecuencia de 0.1 a 100 Hz en la RVL, aplicando una deformacién contante de 0.5%
ya?20°C.

Durante los ensayos de barrido de frecuencia, si bien se aplicé un valor de yo constante, el
valor real de deformacion difiere levemente para cada muestra. Esto se debe a que, a pesar que
todos los films secos se cortan con un didmetro de 10 mm, este didmetro cambia segun el grado
de hinchamiento que las peliculas alcanzan en los distintos medios. De acuerdo con esto, se
realizaron las correspondientes correcciones de las variables dependientes del radio de la muestra,
obteniendo asi los valores reales de yo y de los médulos, a través de las ecuaciones A.8-9,

considerando r como el radio de la muestra y R el radio del plato:

T

Yocorregida = Yomedido E [A.8]
R4

G,corregida = G'medido 7"_4 [A.9]

Aunque el Y0 real puede variar levemente de una muestra a otra, en todos los casos se mantuvo

en la RVL del material.

Figura A.19. Imagen del reometro empleado (a), y foto de unas muestras hinchadas ubicadas

entre los dos platos del equipo (D).
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A.5.10. Resistencia al bloqueo (Anti-blocking) de las peliculas

Para evaluar la resistencia al bloqueo de las peliculas se siguié la norma ASTM D4946-89.
Para ello, los latex fueron aplicados sobre papel sellante (una capa de 120 pm de espesor humedo)
y secados a temperatura ambiente por 48 h. Luego del secado, el papel sellante se corté en
secciones de 38 mm x 38 mm y fueron colocadas cara a cara, ejerciéndose una presioén de 127
g/cm? a una temperatura de 60 °C, por 30 minutos para provocar el bloqueo entre ambas
superficies. Las muestras se dejaron enfriar por 30 minutos a temperatura ambiente, y se procedio
a la separacioén de las secciones. La dificultad con que las secciones son separadas resulta un
indicativo de la capacidad de anti-blocking de las peliculas. El test fue realizado por triplicado
para cada muestra y los resultados fueron correlacionados a una escala de 0-10 como se define en
la norma (Tabla A.3).

Tabla A.3. Escala para la determinacion de la resistencia al blogqueo, segiin la norma
ASTM D4946-89

Escala numérica Tipo de separacion Desempeiio
10 No pegajoso Perfecto
9 Trazas de pegajosidad Excelente
8 Muy ligeramente pegajoso Muy bueno
7 Muy ligeramente a ligeramente pegajoso Entre bueno y muy bueno
6 Ligeramente pegajoso Bueno
5 Moderadamente pegajoso Aceptable
4 Muy pegajoso, no sellante Entre pobre y aceptable
3 5 a 25 % sellante Pobre
2 25 a 50 % sellante Pobre
1 50 a75 % sellante Muy pobre
0 75 a 100 % sellante Muy pobre

A.5.11. Biodegradabilidad en compost de las peliculas hibridas

Para determinar la capacidad de los materiales para ser biodegradados en condiciones de
compostaje, se llevaron a cabo experimentos de enterramiento, utilizando un compost comercial
derivado de residuos vegetales. Para ello, se cortaron peliculas de 10 mm de didmetro y se las

enterré en un recipiente conteniendo compost humedecido (Figura A.20a), con las siguientes
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caracteristicas: solido seco total = 45% en base himeda; contenido de sélidos no volatiles = 40%
en base himeda; pH 6.5. Antes de la prueba, el compost fue cernido con un tamiz de malla 3 12,
con una abertura de 5.6 mm (Figura A.20b), para eliminar la presencia de grandes piedras y
agregados, asegurando el contacto entre la muestra y el compost. El ensayo se realizé en
condiciones controladas de temperatura (30 °C) y humedad relativa del compost de 55%. Las
muestras se removieron a diferentes tiempos, fueron cuidadosamente higienizadas para detener la
degradacién y posteriormente secadas a 70 °C hasta peso constante. El peso perdido por
biodegradacién se determiné como el porcentaje de la masa perdida de la fraccién degradable de
la pelicula inicial (fraccidn proteica del film), segtn la siguiente ecuacion:

Py — (Mi — Mfs
o —( ) 100
Py

Peso perdido (%) = [A.10]

donde P, es la masa inicial de proteina presente en la muestra (calculado considerando la
conversiéon del mondémero, el contenido de sélido y la proporcién acrilico/proteina de cada
muestra), Mi representa la masa inicial de la muestra seca, y Mfs la masa final de la muestra

degradada, limpia y secada en estufa.

a)

Figura A.20. Foto de la muestra antes de ser enterrada en el compost (a), e imagen del compost

después del cernido (b).
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