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RESUMEN

RESUMEN

Mediante un trabajo de colaboracion multidisciplinario entre el Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas, y el Departamento de Ingenieria Quimica,
ambos de la Facultad de Quimica de la UNAM, se ha aislado una cepa bacteriana, de la
especie Comamonas testosteroni o Pseudomonas alcaligenes (se requiere de pruebas
adicionales para su clasificacion precisa), a la que se denominé cepa BIQ-08, la cual es
capaz de utilizar un poliuretano hidrosoluble (Hydroform®) como su Unica fuente de
carbono. El analisis de los medios de cultivo muestra la actividad de una enzima esterasa.
Se decidié estudiar la capacidad de estas bacterias para alimentarse de diversos poliuretanos
y el posible mecanismo de degradacion (teniendo estos materiales bien caracterizados). Se
sintetizaron cuatro polioles dos alifaticos y dos aromaticos de peso molecular alrededor de
1,200 g/gmol y polidispersidades muy cercanas a 1; éstos fueron caracterizados por
espectroscopia de infrarrojo (IR) y de resonancia magnética nuclear (RMN). Con los
polioles sintetizados se prepararon dos familias de poliuretanos una con 4,4’-
difenildiisocianato de metileno (methylene 4,4’-diphenyldiisocianate: MDI) y otra con 2,4-
diisocianato de tolueno (toluene diisocianate: TDI). Los poliuretanos tuvieron pesos
moleculares peso promedio (Mw) alrededor de 100,000 g/gmol y distribuciones grandes de
pesos moleculares. Los materiales se caracterizaron por IR (donde se encontré formacién
de ciclos de isocianatos, llamados isocianuratos, que son debidos al entrecruzamiento de los
poliuretanos). Se encontré que estas bacterias son capaces de crecer en cultivos liquidos
con poliol como Unica fuente de carbono. En las pruebas con poliuretano como unica fuente
de carbono, se observa crecimiento sostenido en la poblacion de bacterias en 6 dias sin
presentar caidas aparentes en la tasa de duplicacién. El crecimiento de la cepa BIQ-08 con
poliuretano como Unica fuente de carbono, es favorecido por la seccion alifatica presente en
las cadenas de poliuretano, la presencia de metilos colgantes en las cadenas de polimero y
por el grado de entrecruzamiento del polimero. Se encontré degradacion de la superficie de
todos los poliuretanos, siendo los mas afectados los de bajo peso molecular, que no son los
que sostienen un mayor crecimiento bacteriano. Mediante IR se logré identificar la
presencia de cadenas de poliuretanos hidrolizadas en el sobrenadante de todos los cultivos,
mientras que por cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas, se logrd
identificar dipropilen glicol (DPG), un adipato 4cido de dipropilen glicol y 4cido adipico,
lo cual implica que las bacterias rompen las uniones éster presentes en las moléculas de
poliuretano.
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INTRODUCCION

Hoy en dia existe una gran preocupacién por la acumulacién de grandes cantidades de
desechos no biodegradables en los rellenos sanitarios de las ciudades ya sean grandes o
pequefias. La principal razon es la creciente necesidad de uso de materiales sintéticos en
casi todos los 4mbitos de las cadenas productivas de los paises. Estos materiales
sintéticos, principalmente polimeros de alto peso molecular, son de dificil degradacién y
los procedimientos de reciclaje en general no alcanzan a cubrir la enorme cantidad de

desechos generados.

Uno de los materiales poliméricos que mas auge han tenido en los ultimos afios son los
poliuretanos, obtenidos inicialmente en la busqueda de polimeros competidores
comerciales de las fibras de nylon en los afios 30 del siglo pasado; los poliuretanos
revoluci.onaron al mercado y establecieron los principios de polimerizacién etapa por
etapa en la quimica de los polimeros. "’ Debido a la gran versatilidad de uso de los
poliuretanos, sus caracteristicas de resistencia mecanica, fisica y quimica los han
elevado a ser uno de los principales materiales presentes en muchos productos de
consumo humano, directa o indirectamente.
)

Los poliuretanos se pueden obtener como espumas ya sean rigidas o flexibles,
elastdmeros y fibras, entre otras presentaciones; €stos se utilizan en una amplia gama de
industrias y productos, como en empaques, adhesivos, muebles, acabados imitacion
madera, adornos, aislantes térmicos, muros y aislantes de construcciones, partes de

autos e incluso implantes médicos.

Los poliuretanos tienen tantas y diversas formulaciones como aplicaciones. Esta
caracteristica les proporciona una gran complejidad en el tratamiento de sus desechos,
ya que no se puede establecer un método general de tratamiento o reutilizacion. Existen
poliuretanos que se utilizan paré implantes en el cuerpo, los cuales en su fabricacion y
formulacion, estd implicito que sean biodegradables por los fluidos corporales; sin
embargo, la gran mayoria de los poliuretanos que se formulan y fabrican, son para otro

tipo de aplicaciones y sin haber hecho un plan para su disposicién final cuando han
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cumplido su vida qtil, se acumulan como la mayoria de los otros materiales sintéticos,

en los depositos de basura.

En este entormo existen dos rutas principales de desarrollo a explorar. Una de estas rutas
es modificar las formulaciones de poliuretanos para hacer que los que se utilizan en
aplicaciones no biolégicas, sean faciles de biodegradar o degradar por tratamiento
(quimico o térmico), cuando éstos hayan cumplido su vida atil. Por otro lado, dado que
ya existen grandes cantidades de poliuretanos acumulandose en los basureros, la otra
ruta que se puede seguir es trabajar con métodos de tratamiento de los residuos actuales

que no sean prohibitivos en términos econémicos.

Se han desarrollado varios métodos para degradar algunos poliuretanos, principalmente

@) (3)

lineales, mediante tratamientos térmicos *’, quimicos *’ o biolégicos ® Los datos

demuestran que se pueden biodegradar los poliuretanos con microorganismos que

existen de manera natural. ¢

Mediante un trabajo de colaboracion multidisciplinario entre el Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas, y el de Ingenieria Quimica, ambos de la
Facultad de Quimica de la UNAM, se ha aislado una cepa bacteriana, que fue
clasificada como Comamonas testosteroni o Pseudomonas alcaligenes (se requiere de
pruebas adicionales para su clasificacion precisa, ver Apéndice B), la cual se denominé
cepa BIQ-08. Esta cepa fue aislada por su capacidad de utilizar como su tnica fuente de
carbono a un poliuretano hidrosoluble (Hydroform®). El analisis del sobrenadante de
los medios de cultivo mostrd la actividad de una enzima esterasa, capaz de romper los

enlaces éster disponible en el sustrato. 7

Este trabajo pretende analizar como es el efecto de estas bacterias sobre un grupo de
poliuretanos lineales de estructura conocida, obtenidos mediante una sintesis controlada.
Realizando varias combinaciones de glicoles y didcidos carboxilicos se obtuvieron los
polioles, que en combinacién con las dos fuentes principales de isocianatos que se
emplean en la industria, proporcionaron los poliuretanos que se utilizaron para las
pruebas de biodegradacién, cuya caracteristica principal fue que la estructura genérica

es bien conocida, lineal y de distribucién de peso molecular conocido.
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PLANTEAMIENTO

Se ha aislado una cepa bacteriana (BIQ-08), de la especie Comamonas testosteroni o
Pseudomonas alcaligenes, que es capaz de utilizar a un poliuretano hidrosoluble
comercial (Hydroform®), como su tinica fuente de carbono. Mediante el anélisis de
los medios de cultivo se observa una actividad esterasa. Sin embargo, debido a que
el Hydroform® es un prepolimero de poliuretano de formulacién no bien conocida,
es necesario determinar si esta cepa es capaz de alimentarse solo de cadenas de
poliuretano — poliéster. Si se cultivara a estas bacterias en un medio de formulacién
conocida, seria posible detectar los productos de degradacién de los poliuretanos

después de un tiempo de crecimiento de las bacterias en dicho medio.

HIPOTESIS

Con los poliuretanos — poliéster obtenidos se elaborara un cultivo inoculado con la
cepa BIQ-08 en donde estos poliuretanos serdn la Gnica fuente de carbono. En estos
medios se presentard degradacion del poliuretano por las bacterias, por lo que se

podra cuantificar la capacidad de crecimiento de éstas.

En el sobrenadante del medio se podra obtener los productos de degradacion

debidos al efecto de las bacterias.

Si los poliuretanos tienen la estructura controlada, la identificacién de los productos
de degradacion dar4 informacion acerca del mecanismo de ruptura de la molécula de

polimero que las bacterias provocan.
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OBJETIVO

Obtener en forma controlada 8 poliuretanos, que tendrdn algunas modificaciones
estructurales entre cada uno, controlando en lo posible la sintesis para eliminar la

presencia de materiales extrafios.

Cuantificar la capacidad de crecimiento de la cepa BIQ-08 en un medio cuya tinica

fuente de carbono sea cada uno de los poliuretanos sintetizados.

Realizar la determinacion de los productos de degradacién de poliuretanos producidos

por la actividad enzimatica de la cepa BIQ-08.

METAS

Obtener en el laboratorio, 4 polioles-poliéster lineales, a partir de las combinaciones
siguientes: dietilen glicol (DEG) + 4acido adipico, DEG + anhidrido ftilico, dipropilen
glicol (DPG) + 4cido adipico y DPG + anhidrido fidlico; los cuales tendran

funcionalidad teérica de 2.

Obtener en el laboratorio bajo condiciones controladas, dos familias de poliuretanos
lineales, una familia a partir del 2,4-diisocianato de tolueno (toluene diisocianate: TDI)
y otra del 4,4’-difenildiisocianato de metileno (methylene 4,4’-diphenyldiisocianate:
MDI), utilizando como fuente de grupos hidroxilo de cadena lineal, los 4 polioles -

poliéster obtenidos anteriormente.

Realizar la caracterizacién de los polioles obtenidos mediante IR, RMN, GPC y

determinacién de grupos hidroxilo.

Realizar la caracterizacion a cada uno de los poliuretanos obtenidos, mediante IR para
determinar la estructura general de los polimeros y obtener por GPC su peso molecular

promedio y su distribucién de pesos moleculares.

Realizar pruebas de degradacién en los 4 polioles obtenidos, con la cepa BIQ-08, para

determinar la capacidad de ésta de alimentarse de los grupos funcionales presentes en
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los polioles. Establecer de forma cualitativa un patrén preliminar de degradaci6n de los

poliuretanos que procedan de cada poliol.

Establecer si la cepa BIQ-08 es capaz de alimentarse de las materias primas originales
de los poliuretanos; para ello se realizardn pruebas de crecimiento de las bacterias en
DEG, DPG, MDI y TDI con la finalidad de establecer posibles desviaciones de los

resultados de biodegradacion por residuos de estos materiales en los poliuretanos.

Realizar en los 8 poliuretanos obtenidos, pruebas de degradacion con la cepa BIQ-08,
obteniendo las curvas de crecimiento de las bacterias en presencia de poliuretano como
lnica fuente de carbono. Establecer relaciones preliminares entre el tipo de estructura
quimica, peso molecular y grupos funcionales, que favorezcan lé biodegradacion con

esta cepa bacteriana.

Identificar los productos de degradacién presentes en los medios de cultivo con los
diferentes poliuretanos, para establecer los posibles patrones de ruptura de las moléculas

de polimero realizados por la cepa BIQ-08.

























































































































































Tabla 2.3 Resumen de reacciones de sintesis de polivretanas — poliéster.
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Tabla 2.3 Resumnen de reacciones de sintesis de poliuretanos — poliéster. {Contipuacjon)
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CAPITULO 3.
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Preparacién y caracterizacién de polioles — poliéster

La primer parte de la sintesis de los poliuretanos — poliéster, es la obtencién de los polioles
— poliéster que seran utilizados como fuente de grupos de hidroxilo para posteriormente

reaccionarlos con los isocianatos y formar el grupo uretano.

Las relaciones utilizadas para la elaboracién de los polioles se estimaron mediante la
expresién para estequiometria no balanceada de polimerizacién etapa por etapa @ £Q7,
considerando un 20 % de exceso en la fuente de grupos hidroxilo para la reaccién de
esterificacion del acido adipico y del anhidrido fidlico. El grado de polimerizacién, DP (de
sus siglas en inglés Degree of Polymerization), tedrico es de 11 en todos los casos.

l+r

DP (EQ7)

=r+l—2-r'p :

Siendo r la relacién inicial de monémeros r = N%/N% y p la conversién de la reaccion; si se
considera que p = / (se convierte todo el mondmero A), se tiene la ecuacion EQ8 que da
los valores de DP respecto a la relacién de mondémeros r.

L+

DP = — (EQ8)

1-r

En las estimaciones para las relaciones de reactivos para la sintesis de los polioles se asume
que el consumo del 4cido adipico y/o del anhidrido ftalico es total, lo cual es demostrable

mediante el namero de acido. ¢

El pardmetro mas importante en la caracterizacion de los polioles obtenidos, desde el punto

de vista de la sintésis de los poliuretanos, es el contenido de grupos OH en el poliol, que se
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expresa como los gramos de OH por gramo de poliol y el cual determina las proporciones

estequiométricas con los isocianatos.

Los 4 polioles que se obtuvieron fueron liquidos, con viscosidades entre los 4500 y 2500
cp. Estos polioles fueron disueltos en THEF para el andlisis de peso molecular y
viscosimetria, y en cloroformo deuterado (CDCI;) para la determinacion de RMN. También

presentaron buena solubilidad en tetracloruro de carbono, metanol, etanol y acetona.

En la tabla 3.1 se resumen los valores obtenidos del contenido de OH, determinados por

titulacion de la muestra de poliol.

Tabla 3.1 Contenido de grupos hidroxilo de los polioles obtenidos.

- Poliél _ -mg OH/g Poliol | g poliol/ eq. de OH
DPG-AAD-DPG 31.9 53222
DPG-AFT-DPG 286 594.45
DEG-AAD-DEG 346 49053
DEG-AFT-DEG 295 576.79

El contenido de grupos OH de cada poliol es de aproximadamente el 3 %, el cual es un
valor bajo para los contenidos en polioles industriales; sin embargo a los polioles
industriales se les adiciona normalmente una pequefia cantidad de algiin triol o tetrol para
aumentar este nimero. El peso equivalente del poliol da la referencia del numero de gramos

de poliol que se requieren para tener un equivalente de OH.

Por la forma en que fueron preparados, los polioles obtenidos son lineales, por lo que su

funcionalidad es 2.
Para la determinacion de los pesos moleculares, se utilizé en conjunto GPC y viscosimetria,

y se usé como referencia la curva de calibracion universal de estandares de poliestireno en

THF, que se presenta en la figura 3.1.
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En la tabla 3.2 se presentan los pesos moleculares peso promedio, Mw, de cada uno de los
polioles, junto con su polidispersidad, Mw/Mn, siendo Mn el peso molecular nimero
promedio. Adicionalmente se incluye el valor de la viscosidad intrinseca de los polioles,

con la cual se determind las distribuciones de pesos moleculares del polimero.

log(M[n})

100(Min]) = 0.0539t° - 0.991¢ + 4.0247t + 6.6634
|

3 4 5 6 7 8 9
tiempo de elucién (mln)

Figura 3.1 Curva de calibracién universal de poliestireno en THF.

Tabla 3.2. Pesos moleculares y viscosidad intrinseca de polioles.

: — T - — T

Poliol DP tedrico | . 4 MwiMh | ] JF est”1ado

R N . B S
DPG-AAD-DPG 11 1370 1.30 3.2 9.8
DPG-AFT-DPG 11 1210 1.02 1.8 8.1
DEG-AAD-DEG 11 1410 1.35 3.7 11.2
DEG-AFT-DEG 11 1190 1.03 23 8.8

Se observan dos caracteristicas importantes en los valores de 1a tabla 3.2, por un lado los
polioles a partir de 4cido adipico (polioles alifaticos), presentan mayor peso molecular que
los polioles a partir de anhidrido ftilico (polioles aromaticos), considerando que el DP

tedrico es igual en todos los casos; mientras que por otro lado, los polioles aromaticos
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presentan una polidispersidad muy baja, indicando una distribucién de peso molecular muy
estrecha, al contrario de los polioles alifaticos que presentan una distribucion de peso
molecular mayor. En el Apéndice C se presentan los diagramas de GPC correspondientes a
los 4 polioles. Aun con las diferencias en la polidispersidad, los 4 polioles son de

distribucion de pesos moleculares muy cerrada.

La determinacién de la estructura molecular se llevé a cabo mediante IR y RMN de 'H'y
_ 1C. En los espectros de IR se pueden observar claramente las bandas de absorcién debidas

a la presencia de los OH terminales y las bandas de absorcién de los grupos carbonilos C=0

del éster.

Los espectros de IR (ver tabla 3.4) no muestran la presencia de algin grupo carboxilico en
la molécula de los polioles, a pesar de la presencia de las sefiales de los ésteres; si existiera
un grupo carboxilico, se observaria la sefial fuerte correspondiente al grupo OH de un
carboxilo que aparece en el rango de los 1395 a 1440 cm™ y que no estd presente en

ninguno de los espectros. ©”

La diferencia entre los dos polioles aromaticos es el grupo metilo presente en el
propilenglicol que se utilizé como precursor, al igual que en los dos polioles alifticos. Esta
pequefia diferencia se observa en los espectros de IR como una sefial fuerte en el rango de
los 2952 a 2972 cm™, la cual puede ser observada de forma clara en los espectros como
diferencia fundamental entre uno y otro. En la tabla 3.4 se presentan los espectros de IR de
los polioles aromaticos y en la tabla 3.5 se presentan los correspondientes a los polioles
alifaticos; en ambas tablas se incluye un resumen de las sefiales caracteristicas de los

grupos funcionales, que confirman la estructura general del poliol-poliéster.

El caso de los polioles alifaticos-es muy similar al anterior, las diferencias entre los
espectros se observan en la sefiales pertenecientes a los metilos colgantes del DPG de
origen, mientras que no se observa sefiales de acidos carboxilicos presentes como grupo

terminal, los cuales favorecerian las reaccione secundarias.
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Tabla 3.4 Espectros de IR de los polioles aromaticos y sefiales caracteristicas.

Lspectro de IR ¢, TGAIato & Qpropilengucol @hn n v fasd) = |

1000 _
o ]
50 |
33 ]
®n
»

263107
7|

1 o182

Eo A ETY

g

2000 1300 1000 o0 4000
ame)

&\13640.0p - USAL Facutad de Quinice, UNAM

Listado de sefiales caracteristicas:

‘Longitud (cri™). - | Grupo Funcional® - Notas .

3401.62 . -OH Grupos terminales del poliol
1287.82 R-CH,-OH, C-O-R Grupo -OH terminal unido a un CH,, y C-O del éster
1073.81 C-O-H Enlace carbono-oxigeno del OH terminal

2973.39, 1377.56 R-CH, Sefiales debidas al metilo presente proveniente del glicol

2932.82, 1451.85 R’-CH,;-R” Sefiales debidas a los alcanos O-CH,-CH,-O

1599.81, 1579.83, 745.47 @ Seiiales debidas a los enlaces aromaticos

1723.65 -C=0 Seifal del grupo carbonilo del éster
1126.81 -C-0-C- Seiial por la presencia de enlaces éter en la molécula
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Tabla 3.4 Espectros de IR de los polioles arométicos y sefiales caracteristicas. (Continuacién)

" Espectro de IR-del ftalato de dietilenglicol (DES

-AFT-DFG) = -, .

1000
o
°° /
&8s
. /\/J oise
ki 137936 \
ol resass
| i €334
33
T ®
] wrw
33
]
“J 333604 tiztof
20 L7l e
uj 0 0 125039
10, o\/\o/\/ 0\/\0/\/0H s
3
an“ o
4000.0 )&0 2000 . 1500 1000 300 4000
_ a\M304%.3p . UBAY, Fecuiled de Cuimics, UNAM
Listado de seiiales caracteristicas:
" Longitud (cm™) | Grupo Funcional®>® Notas
3386.04 -OH Grupos terminales del poliol
1289.59 R-CH,-OH Grupo -OH terminal unido a un CH,
1072.89 C-0O-H, C-O-R Enlace carbono-oxigeno del OH terminal
2878.80, 1450.66 R’-CH,-R” Seflales debidas a los alcanos -CH,-
1579.56, 1599.58, 746.28 @ Sefiales debidas a los enlaces aromaticos
1718.29 -C= Sefial del grupo carbonilo del éster
1125.02 -C-0-C- Sefial por la presencia de enlaces éter
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Tabla 3.5 Espectros de IR de los polioles alifaticos y sefiales caracteristicas.

Espectro de IR del adipito de dippﬁpiléngli'cpl_-(DPG'-AADTD'P_G)'. T

"1 {VVYM%

ez

OW/\ O/\rOH 82550
n
2000

0000 3000 l 1550 100 o0 w000
__ «\I3558.0p - USAL Facultad de Culmics, UNAM -
Listado de sefiales caracteristicas:
Longitud (cm™) | Grupo Funcional®>® Notas
3513.61 -OH Grupos terminales del poliol
1242.41 R-CH,-OH, C-O-R Grupo -OH terminal unido a un CH,, y C-O del éster
1087.19 C-O-H Enlace carbono-oxigeno del OH terminal
2975.00 R-CH; Seilales debidas al metilo presente proveniente del glicol
2938.25, 2874.01, 1455.85 R’-CH,-R” Sefiales debidas a los alcanos O-CRH-CH,-O
Anteriores, 756.02 -(CH3)s- Sefial debida a la seccion alifatica del adipato, vibracién C-C
1732.74 -C=0 Seital del grupo carbonilo del éster
1179.97 R-CO-O-R Sefial del enlace C-O del grupo éster
1141.25 -C-0-C- Seiial por la presencia de enlaces éter en la molécula
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Tabla 3.5 Espectros de IR de los polioles alifaticos y sefiales caracteristicas. (Continuacion)

. Espectro de IR de. avipato de diefilenglicol (DEG-AAD-DEG) .

351307

T

179

1372

——
40000 3000 000 1500 1000 500 4000

o E\13665.00 - USAL Feciitad de Gulnica, UNAM

Listado de sefiales caracteristicas:

Longitud (cm™) | Grupo Funcional® - Notas
3513.07 v - -OH ‘ Grupos terminales del poliol
1250.48 R-CH,-OH Grupo -OH terminal unido a un CH,
1079.90 C-0-H Enlace carbono-oxigeno del OH terminal

2950,2873.54, 1457.18 R'-CH,-R” Sefiales debidas a los alcanos O-CH,-CH,-O

Anteriores, 756.05 -(CH2)4- Sefial debida a la seccidn alifética del adipato, vibracion C-C
1732.66 -C=0 Seial del grupo carbonilo del éster
1179.52 R-CO-0O-R Sefial del enlace C-O del grupo éster
1133.72 -C-0-C- Sefial por la presencia de enlaces éter
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En el caso de los espectros de RMN, se confirman los resultados ya obtenidos por IR, las
estimaciones para los 4tomos presentes en la molécula son los correspondientes a moléculas

de éster con terminaciones de hidroxilo.

Los espectros de resonancia magnética nuclear se presentan en la tabla 3.6, se obtuvieron
los espectros de "*C y 'H para establecer con mayor fidelidad la estructura de los polioles.
Los espectros de RMN de 'H muestran el agrupamiento de sefiales caracteristicas de una
molécula polimérica, mostrando un grupo de sefiales para los 4tomos en la zona terminal y
otro para los correspondientes al polimero. ®% Por otro lado los espectros de *C dan una

muy buena caracterizacidn de la estructura de la molécula, ya que mediante tablas 63y por

medio de software de modelado de espectroscopia &

se puede establecer ficilmente los
carboros caracteristicos de la estructura de cada poliol; en éstos espectros se observa un
desdoblamiento en las sefiales de los carbonos, lo cual es de esperarse por las diferencias
que existen entre los carbonos segun su posicién en la cadena del polimero; es decir,
aunque los carbonos son estructuralmente repetibles, la presencia de cadenas moleculares
de distintos tamafios, da como resultado diferencias entre los carbonos por su posicién ya
sea en el centro de una cadena de polimero grande o por estar en una posicion cercana al

OH terminal.
3.2 Caracterizacién de MDI y TDI

Las propiedades resumidas de los isocianatos utilizados para la sintesis de los poliuretanos
se presentan en la tabla 3.7. En el caso del TDI, como ya se menciond en el Capitulo i, s
disponia de una mezcla aproximadamente 80-20 de los mondémeros 2,4- y 2,6-
respectivamente de marca Aldrich grado técnico. Se determind por cromatografia de gases
acoplada a un detector de masas (figura 3.2}, que las impurezas presentes en el TDI
utilizado no son cuantificables respecto a los isocianatos, mientras que ¢l proveedor
propone una pureza de mas del 99.5%. De tal manera que ¢l peso molecular del TDI es el

de la suma de los atomos de la molécula.
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Tabla 3.6 Espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y *C de los polioles-poliéster.

" Espectros de RMN de polioles

Espectro de RMN de “C de DPG-AFT-DPG
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Tabla 3.6 Espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y 13C de los polioles-poliéster.

~ Espéctros de RMN_de polioles (Continuacién) -~~~

[ | I

Ceree e .- . . T T - T e
184 104 148 1ze 109 as 1] ag 20 pom

Espectro de RMN de ®C de DEG-AFT-DEG
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Tabla 3.6 Espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y '>C de los polioles-poliéster.

" Espectros de RMN de polioles (Continuacion) - .

M H ] : T T 1 : H A oom
AADDPG 1H T TEwogwTT W o

OH
O/\+/

Espectro de RMN de °C de DPG-AAD-DPG
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Tabla 3.6 Espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y °C de los polioles-poliéster.

~ Espectros de RMN de polioles (Continuacién)

Ho

‘-— |- L L —
JJLJ“L L /rl

Espectro de RMN de 'H de DEG-AAD-DEG

T —T T T T s T =) T
189 180 148 128 i} 80 (1] a0 z ppm

Espectro de RMN de “C de DEG-AAD-DEG
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Figura 3.2. Analisis por cromatografia del TDI utilizado.

Para el caso del MDI se conté con una mezcla de Down Chemical con un contenido de
isocianatos del 33.3 % (peso); las especificaciones lo reportan como una mezcla de
isbmeros 4,4’- y 4,2’- difenildiisocianato de metileno, que son los isémeros para- con
contenido de 55 % y orto- con contenido de 25 % respectivamente, ademas de un 20 % de
triisocianatos y especies de mayor peso molecular, con una distribucién de peso molecular
muy estrecha Y El analisis por gases — masas del MDI muestra dos especies en
abundancia y un grupo de especies de pesos moleculares mayores a 250 en pequefias

cantidades (figura 3.3).

Tabla 3.7. Propiedades de los diisocianatos utilizados como materia prima.

Propiedad = | . MDI N - TDI
Eq de NCO/gramo 0.00757 ' 0.0115
Peso Equivalente 132 g/eqg NCO 87 g/eq NCO
ﬂo Molecular T304 174
Funcionalidad 2.3 2
Viscosidad (a 20°C) 240 cp 5 cp
Densidad (a 20°C) 1.22 g/mL 1.23 g/mL
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Figura 3.3. Analisis por cromatografia del MDI utilizado.

En la figura 3.4 se presenta el espectro de masas del 4, 4’- difenildiisocianato de metileno,
presente en la mezcla de MDI utilizada en la sintesis de los poliuretanos; por cromatografia
de gases se observa ademas, una segunda sefial que presenta el mismo espectro, la cual es

muy probable que sea debida al isémero 2,2’-, y por otro lado, se observa la presencia de un

trimero.
4, 4’- difenildiisocianato de metileno Trimero del fenilisocianato de metileno
e Ecan S0 (22576 min): MO 1.0 (i 1 miny WD B
o 12 9
8000
6600
m
00
xr
- e 1es %0 200 ™
1 © i3 k-4 k.3
e N WY Y Sy b Hwl o NP W ri 2 a bl AR Az LT 7
302 0 4060 0 0 80 100110120 1) 140 +0 160 170 190 190 200 210 240 20 o 20 260 TN > B W Q00T 8 & 0NN 010
OQC OQC
O\: _0 N N N7
~ . c
N N?

Figura 3.4 Espectros de masas de [0s isomeros componentes del MDI.
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En la figura 3.5 se presentan los espectros de masas de los dos isémeros del TDI, donde
ademas se realiza la comparacion con Jos espectros de la base de datos del equipo 69 En.

esta figura se observa una coincidencia de més del 98 %.

4, 4'- difenildiisocianato de metileno 2, 2’- difenildiisocianato de metileno
debdad 2 1 . -.LJ.UAJI‘T Tl -
e B8 0 R BBl SRR IR B B R AL L S O R W N
e E,‘fui » l | thndad ; l
F’='-. I eI e g e il ks T o e o A& w : E
>
~N N~
/C/ \C§
; o~ 0
c
i
. _

Figura 3.5 Espectros de masas de los isdmeros componentes del TDI.

El espectro de IR del MDI se presenta en la figura 3.6, en donde se observan las bandas de
absorcion caracteristicas debidas a los grupos isocianato (-N=C=0) en 2273 cm’', ademas
de las que muestran la presencia del anillo aromatico en 3026.7, 1608.24, 1577.32,
1523.77, 1434.41 cm™ y la debida al enlace C-H en 2914.16. ©>®

En la figura 3.7 se presenta el espectro de IR del TDI, en el cual se observan las bandas de
absorcion del isocianato (-N=C=0) en 2264.35 cm”, y las bandas de absorcién
caracteristicas debidas al anillo aromatico en 1616.51, 1578.7, 1524.75, ademas de las

sefiales del enlace fenilo-CHj; en 2923.56. ¢ 8
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Figura 3.6 Espectro de IR del MDI.

3000 2000 1300 1000 sou way

et

Figura 3.7 Espectro de IR del TDIL.

La elaboracién de los poliuretanos conlleva a una serie de reacciones secundarias a la

formacién del grupo uretano, que no son ficilmente controlables

79 por fo que la

caracterizacion adecuada de la materias primas para la obtencion de los poliuretanos es

fundamental en la sintesis controlada de éstos. El control real de sintesis, esta en el control

de la estructura de los polioles y su distribucién de pesos moleculares, ademas en el

conocimiento adecuado de los equivalentes del grupo —-N=C=O contenidos en los

isocianatos disponibles para tal tarea.

2)
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3.3 Preparacién y caracterizaciéon de poliuretanos — poliéster

Para la elaboracion de los poliuretanos se realizaron los célculos correspondientes a un
modelo de polimerizacién etapa por etapa (EQS), asi, con éste modelo de polimerizacion se
obtuvieron los valores tedricos de relaciones molares para un DP deseado en la sintesis de

los polimeros.

Las relaciones obtenidas debieron implicar un exceso de isocianato en la relacién de
equivalentes (tabla 2.2), esto es debido a que la humedad en el ambiente o la presente en
alguno o en los dos componentes de la reaccién, favorece la formacion de amina terminal y
luego una urea y con ésta, la serie de reacciones no controladas que se presentan en la

figura 3.8.

|
O0=C=N—R-—-N=C=0 + HO—R-OH ——3s O=C=N—R—N—-C—O—-R'—OH

H H O
Il
HO—R'—O0—C—N—R—N=C=0 + H;0 ——» < HO— R'—O—g—lll— R—-IL——%——OH

hh
CO; + HO—R—0—C—N—R—NH,

T
HO—R'—O0—C—N—R—NH; + O=C=N—R—N=C=0

|

Il Il—I I|—I |
HO—-R'-0—C—N—R—N—C—N—R—N=C=0
N ;
i
R—N=C=0 | HO—R'—0—C—N—R—N=C=0
—N=C= + HO-R—0—C—N—R—N=C=0 —» R“NH-C=0
h 7 !
R*~N=C=0 + R—N—-C—N—-R — R—N—C—N—R
O=C-NH-R"

Figura 3.8 Secuencia de reacciones de formacion de un poliuretano.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La preparacion de los poliuretanos se llevo a cabo en masa, aunque el control de la reacciéon
de polimerizacién se lleva a cabo mejor en solucién ). al realizar la polimerizacién en
masa se obtiene por un lado un poliuretano més cercano a un material comun en la
industria, pero sin los aditivos que pueden interferir en las pruebas de biodegradacion;
mientras que por otro lado, se elimina la presencia de residuos del disolvente en los
poliuretanos, lo cual también seria una interferencia dificil de cuantificar en las pruebas de
degradacién y no dejaria claro el efecto del solvente sobre la capacidad de la cepa BIQ-08

de alimentarse del poliuretano®®.

Una vez que los poliuretanos fueron sintetizaron se realizé la caracterizacion; para la
obtencidn de sus pesos moleculares, éstos fueron disueltos en DMSO, el cual se determiné
después de una bisqueda del mejor disolvente; la solucién del polimero se aforé con THF
hasta 10 mL para la concentracién deseada. La tabla 3.8 muestra los resultados obtenidos,
para el DP teérico de la formulacion, el DP estimado segun el Mw, los pesos moleculares

obtenidos con la curva de calibracion universal y la viscosidad intrinseca del material.

Tabla 3.8 Caracterizacién de los poliuretanos por GPC y viscosimetria.

' Clave Poliurétano o ne . ‘ Mw , ,MZ 'b "Mw/Mn. [ﬁ];
teérico | calculado | (g/gmol) | (g/gmol) | . :
_ o Polimeros a,p‘ﬁ,ljﬁi-,d'éf-MDrI:ff'a"mil‘li n T
MDI1 | DPG-AAD-DPG-MDI | 11 | Insolble | - - - -
MDI-2 | DPG-AFT-DPG-MDI | I 45 67.800 | 310,000 | 120 | 213
MDI-3 | DEG-AAD-DEG-MDI 11 Insoluble - - - -
MDI-4 | DEGAFT-DEG-MDI | 11 %5 36,600 | 157,600 | 27 | 155
‘ . : P_‘olﬁihjé"r’oé aparﬁrdeTDI(FamlllaZ) '. 7_ N L .
TDI-1 | DPG-AAD-DPG-TDI | 11 90 ] 122,600 | 1,052,000 | 240 | 318
TDI2 | DPG-AFT-DPG-TDI 9 %5 34600 | 101,100 | 48 | 149
TDI3 | DEG-AAD-DEG-TDI | _ 11 40 46200 | 272,000 | 43 | 162
TDI-4 | DEG-AFT-DEG-TDI | 9 05 20,500 | 97,100 2| 94

ODP calculado es el grado de polimerizacién estimado segin el Mw de la muestra.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 3.8 muestra los DP tedricos de los poliuretanos, calculados con la ecuacién EQS y
los datos de la tabla 2.2, donde el isocianato se consideré como el componente en exceso;
aunque los valores de DP parecen muy bajos, se observa claramente en los resultados de la
tabla, que los DP finales son muchisimo mas grandes. Se tom¢ la decisién de calcular la
formulacién del poliuretano para DP bajos, considerando que podria existir un agotamiento
no cuantificable, en la cantidad de grupos isocianato por la presencia de residuos de

humedad en los materiales o el ambiente.

Sin embargo se observa que para los poliuretanos de MDI con polioles alifaticos (DPG-
AAD-DPG-MDI y DEG-AAD-DEG-MDI, MDI-1 y MDI-2 respectivamente) no fue
posible obtener su peso molecular por GPC ni su viscosidad intrinseca, ya que no pudieron
ser disueltos; la razon de esto se atribuye al exceso de isocianato utilizado para lograr
matenales solidos, favoreciendo la formacion del isocianurato, que se da por la reaccion
entre 3 grupos isoctanatos formando un ciclo y provocando en los polimeros una red
molecular. Observando la estructura del isocianurato (E10), se ve claramente como su
presencia en un poliuretano genera polimeros muy ramificados capaces de tener pesos

moleculares infinitos.

Asi, los poliuretanos de MDI-1 y MDI-3, ademas de haber sido obtenidos a partir de un
MDI con una fracciéon de moléculas ramificadas, es muy probable que el exceso de
isocianato generara ramificaciones haciendo imposible su caracterizacion en términos de

peso molecular.

Con base en lo anterior, se puede observar también en los resultados de la tabla 3.8, que el

grado de polimerizacién final de los poliuretanos aumenta varias veces mas que el estimado
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RESULTADOS Y DISCUSION

en las relaciones iniciales; esto demuestra que se cumple el supuesto inicial, del
agotamiento de grupos isocianato debido a que ocurren las reacciones secundarias
(reacciones 2 a la 5 de la figura 3.8, ademas de la posible formacion del isocianurato), de tal
forma que la relacién isocianatos — hidroxilos se reduce generando un grado de

polimerizacién mayor.

La tabla 3.8 muestra que la polidispersidad de los poliuretanos obtenidos es enorme, mas
aun lo demuestra la disparidad entre los valores de Mw y Mz, que muestran que en la
distribucién de pesos moleculares se tienen en abundancia suficientes pesos moleculares
muy altos (del orden de 10% y al mismo tiempo, en proporciones similares, pesos muy
pequeiios; esto es probablemente debido a que las reacciones secundarias de los isocianatos
generan entrecruzamiento y la unién de cadenas largas, mientras algunas cadenas pequefias

no reaccionan por el agotamiento de los grupos isocianato.

Un hecho que evidencié la presencia de reacciones secundarias, es que en todos los
procesos de elaboraciéon de los poliuretanos se presentd espumado, el volumen de la
espuma fue de aproximadamente tres veces el volumen de la mezcla de reaccion; en el caso
de los poliuretanos hechos con los polioles — poliéster alifaticos (DPG-AAD-DPG y DEG-
AAD-DEG), la espuma fue, a simple vista, de tamafio de celda grande y muy irregular, que
ademas después de concluir el proceso de curado, resulté en un material semirigido; por
otro lado los poliuretanos a partir de los polioles — poliéster aromaticos (DPG-AFT-DPG y
DEG-AFT-DEG) presentd un tamario de celda muy pequefio y muy uniforme, sin embargo
el material después de curado es sumamente quebradizo, de tal forma que con sélo rasparlo

se obtenia un polvo fino.

La presencia de espumado en los poliuretanos indica que las reacciones 1, 2 y 3 de la figura
3.8 se estan llevando a cabo y que la reaccién 3, del isocianato con la humedad, esta
ocurriendo, eliminando una cantidad considerable de isocianatos sin tener una forma de
cuantificarla. Las reacciones secundarias 4 y 5 se llevan a cabo en menor proporcidn, pero
se efectiian, debido a la presencia de las aminas generadas como producto de la reaccion 3

de la misma figura. ®
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RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los materiales obtenidos presentan fluidez a temperaturas mayores a los 95 °C, lo
cual es evidencia de la linealidad de las moléculas de polimero, ya que le permite fluir con

més facilidad, ademas de que el Mw del material es relativamente bajo. e

En la tabla 3.8 también se observa que todos los poliuretanos que se obtuvieron a partir de
los polioles aromaticos (ftaldtos), presentan los cuatro pesos moleculares mas bajos;
adicionalmente los poliuretanos de la familia del MDI son de pesos moleculares mayores a
los elaborados con TDI. También se observa que los poliuretanos con DEG son de menor

peso molecular que su contraparte con DPG.
3.3.1 Caracterizacién de la estructura de los poliuretanos por IR

Para determinar la estructura general de los poliuretanos se obtuvieron los espectros de
infrarmojo para cada uno de ellos, en los cuales se observan diferencias claras para cada
familia, entre los provenientes de los polioles aromaticos y los de polioles alifaticos. La
tabla 3.9 muestra los espectros de IR y un listado de las sefiales debidas a los grupos
funcionales presentes en los poliuretanos del MDL El resumen correspondiente a los

poliuretanos obtenidos con TDI se presenta en la tabla 3.10.

En los espectros de la tabla 3.9, se observan claramente las sefiales pertenecientes al grupo
funcional uretano presente en los polimeros; el grupo hidroxilo terminal teérico se observa
en todos los espectros en la regién de 3120 cm™', aunque el valor de la integracién del pico
no esta presente en todos los espectros. Para verificar la presencia de un grupo terminal
isocianato, se deberia observar en los espectros las sefiales correspondientes a -NH; que es
la amina resultante de la reaccion del isocianato con el agua; sin embargo es dificil
identificar esta amina por separado debido a la presencia también del grupo NH del
uretano. Una de las sefiales mas importantes a identificar es la correspondiente al
isocianurato, la cual se presenta alrededor de los 1414 cm™ an y da la referencia de que en

la estructura de los poliuretanos estin presentes ramificaciones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3.9 Andlisis de espectros de IR de los poliuretanos a partir de MDI.

Espectro de IR el

'PoIluretano MDI—l (DPG-"‘?'."

D-DPG-MDI)

1000 _

95

0
L
65
&0 ]
35
wr s
43
40 |
35 139%1
10 |
25
20 | 1338,
15 |
1 173z I
3 %\[/\of\r EJK/\/\( Y\o/'\r
0.0
4000.0 IJDO 1000 50'0 400.0
Listado de seiiales caracteristicas:
i
Longitud (cm™) [ Grupo Funcional®> ®® ~ Notas
3343.52 fNHC Grupo amina unido al fenilo, ( grupo wretano y terminal)
1732.21 -C=0 Enlace carbonilo del grupo uretano y de los ésteres del poliol
1535.87 C-NH, Enlace carbono - amina
1225.71 C-N&C-O Enlaces de amida del grupo uretano
1074.02, 1180.59 C-0 Enlace carbono — oxigeno del grupo uretano y del éster resp.
2976.79, 1378.48 R-CH, Seiales debidas al metilo presente proveniente del glicol
2873.68 R;-CH Senal de los enlaces del carbono terciario
2937.38, 1453.73 R’-CH,-R” Seniales debidas a los alcanos O-CH,-CH,-O
Anteriores, 764.43 -(CHy)q - Sedial de la cadena alifética del adipato
1598.15, 1511.4, 706.66,
@ Sefiales debidas a los enlaces aromaticos
764.43 .
1139.25 -C-0-C- Seiial por la presencia de enjaces éter en la molécula
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Tabla 3.9 Analisis de espectros de IR de los poliuretanos a partir de MDI. (Continuacién)

“Espécire de IR 46l Polure(ano MDI3 (DPG-AFT-DPG-MDD

Raresi)

293333

39919

40000 - 1000 500 4000
Listado de sefiales caracteristicas:
™ Longitud (cm™) | Grupo Funcional®™®" Notas
3327.51 {-NH-C Grupo amina unido al fenilo, (grupo uretano y terminal)
1723.89 -C=0 Enlace carbonilo del grupo uretano y de los ésteres del poliol
1535.24 C-NH, Enlace carbono - amina
1227.55 C-N& C-0 Enlaces de amida del grupo uretano
1070.37, 1250 a 1310 C-0 Enlace carbono — oxigeno del grupo uretano y del éster resp.
2974.73,1379.47 R-CH; Seiftales debidas al metilo presente proveniente del glicol
2880 a 2900 R;-CH Seiial de los enlaces del carbono terciario
2933.35, 1450.48 R’-CH,-R”. Sefiales debidas a los alcanos, R puede ser CH; o fenilo (MDI)

1599.10, 1511.33, 817.13,

744.14

@ orto- sustituido

Sefiales debidas a los enlaces arométicos, para- sustituidos

Anteriores, 766.76,
704.59

@ meta- sustituido

Seiiales debidas a los enlaces arométicos, meta- sustituidos

1120.67

-C-O-C-

Sefial por la presencia de enlaces éter en la molécula
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Tabla 3.9 Analisis de espectros de IR de los poliuretanos a partir de MDI. (Continuacién)

Espectro de IR del Poliuretano MDI-3 (DEG-AAD-DEG-MDI)
W

WT

3357.00

13

172838

10 o H H
’T {OV\QNQE\/\A&/Q\/\(}/\/Q}!{ Nh\!ﬁ;
2000

00 .
40000 3000

T —r —
1500 1000 300 4000
a1

Listado de sefiales caracteristicas:

Longitud (cm™) Grupo Funcional®*® Notas
3357.8 f-NH-C Grupo amina unido al fenilo, ( grupo uretano y terminal)
1728.38 -C=0 Enlace carbonilo del grupo uretano y de los ésteres del poliol
1533.96 C-NH, Enlace carbono - amina
1224.70 C-N & C-O0 Enlaces de amida del grupo uretano

1068.29, 1178.67 C-0 Enlace carbono — oxigeno del grupo uretano y del éster resp.
2949.35, 1449.97 R’-CH,-R” Sefiales debidas a los alcanos, R puede ser CH, o fenilo (MDI)
Anteriores, 761.86 - (CHy), - Seiial de la cadena alifatica del adipato
1598.87, 1512.43, 957 48,
817,20, 761.76 @ Sefiales debidas a los enlaces aromaticos

1127.41 -C-0-C- Sefial por la presencia de enlaces éter en la molécula

90




RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3.9 Analisis de espectros de IR de los poliuretanos a partir de MDI. (Continuacién)

2

PRSI

2 2 3 28 &2 8 2

WT

3] X0408

1 o0 u

7 3 i}

) \/\q/\,° O ~o 0
e :
[ . a

.« %deTR 4 . Poliurefano MD}- (DEG-AFT-DEG-MDY)~

53

4000.0

3009

Y T —
1500 1000 500 400D
an-]

Listado de seiiales caracteristicas:

' Longitud (cr_n")

:Grupo Funcional®>®

Notas

3304.08 f-NH-C Grupo amina unido al fenilo, ( grupo u‘retz;no y terminal)
172435 -C=0 Enlace carbonilo del grupo uretano y de los ésteres del poliol
1535.19 C-NH, Enlace carbono - amina
1223.08 CN&C-0 Enlaces de amida del grupo uretano

1064.57, 1178.67 C-0 Enlace carbono — oxigeno del grupo uretano y del éster resp.
3122.0 CH-OH Enlace del grupo hidroxilo terminal

2876.02, 1451.09 R’-CH,-R” Sefiales debidas a los alcanos, R puede ser CH; o fenilo (MDI)

Anteriores, 765.27 -(CHy)s - - Seiial de la cadena alifatica del adipato

1598.66, 1511.67, 95748,
742.47

@ orto- sustituido

Sentales debidas a los enlaces aromaticos, para- sustituidos

Anteriores, 815.79,
765.27,703.43

@ meta- sustituido

Senales debidas a los enlaces aromaticos meta- sustituidos

1120.61

-C-0-C-

Seiial por la presencia de enlaces éter en la molécula
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Como era de esperarse, no existen sefiales de grupos funcionales isocianato terminales en el
polimero o de una sefial debida al isocianato residual de la reaccién de polimerizacién, muy
probablemente debido a que la cantidad de isocianatos residuales es muy pequeiia con
respecto a la cantidad de los otros grupos funcionales presentes; lo mismo es probable que
ocurra con los grupos hidroxilo terminales, que también presenta sefiales muy débiles

aunque notables a diferencia de las otras.

Por oto lado, la presencia de reacciones secundarias de las aminas subproducto con mas
isocianato, deberian formar el grupo urea (-NH-CO-NH-), el cual tiene sefiales
parcialmente encimadas con las pertenecientes al grupo uretano, pero existe un
desplazamiento en la sefial debido al grupo carbonilo de la urea, que tendria que observarse
en el rango de los 1615 a los 1670 cm™. Esta sefial se puede observar en los espectros
correspondientes a los poliuretanos MDI-2, 3 y 4, sin embargo no se observa en el MDI-1,
lo cual puede ser debido a un traslape de la sefial, ya que es probable que sea mas débil

respecto a la sefial del carbonilo del grupo uretano.

Respecto a los demas subproductos de la reaccion de los isocianatos con el agua, por
espectroscopia de IR son dificiles de diferenciar, debido a que los grupos funcionales que
se forman, en sus estructuras tienen enlaces muy similares entre si y con el grupo uretano.
La sefial correspondiente al grupo funcional isocianurato se observa claramente en todos los
espectros, inclusive en el MDI materia prima, y en todos, entomo a los 1414 cm™. Esto
demuestra la existencia de ramificaciones en los poliuretanos y por tanto es la razén mas

probable de la dificultad para poder caracterizar a los polimeros alifaticos.

En los espectros de la tabla 3.10, que corresponden a los 4 poliuretanos del TDI, no se
observa en ninguno de ellos sefiales correspondientes a grupos OH terminales, los cuales

pueden estar en muy baja cantidad respecto a los otros grupos funcionales.
En el caso del grupo carbonilo del enlace éster, éste no se observa en ninguno de los

espectros excepto en el correspondiente al TDI-4, en el cual se puede ver ligeramente como

una sefial junto a la sefial de 1710 cm’™.
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Tabla 3.10 Analisis de espectros de IR de los poliuretanos a partir de TDL

© spectro de IR del Poliurétano TDI-1 (DPG-AAD-DPG"L [) ~ -

L300 1000 500 4000
-1

Listado de sefiales caracteristicas:

Longitud (cm™)

Grupo Funcional®* | -

‘Notas

3322.52 ‘ pﬁ-NH-C Grupo amina unido al férﬁlo, ( grupo luét;uo y (erminal)
1731.92 -C=0 Enlace carbonilo del grupo uretano y de los ésteres del poliol
1536.51 C-NH, Enlace carbono - amina
1225.14 C-N & C-0O Enlaces de amida del grupo uretano
1077, 1182.02 C-0 Enlace carbono — oxigeno del grupo uretano y del éster resp.
295222972, 1378.14 R-CH;, | Seffales debidas al metilo presente proveniente glicol
2843 a2 2863 R;-CH Seftal de los enlaces del carbono terciano
2936.94,1452.04 R’-CH,-R”. Sefiales debidas a los alcanos O-CH,-CH,-O
Anteriores, 770.16 - {CHy)s - Seftal de la cadena alifatica del adipato
1601.83, 770.16, 618.01 @ Sefiales debidas a los enlaces aromaticos, fenilo tri-sustituido
1135.30 -C-0-C- Sedal por la presencia de enlaces éter en la molécula
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Tabla 3.10 Anélisis de espectros de IR de los poliuretanos a partir de TDI. (Continuacién)

Espectro de IR del Poliuretano TDI + s » =~ -DPG-TDI)

o3
0 ]
83

3286.17

WT

. frw“@

297433

$30.14

4000.0

0.
3000

1500 1000 3500 400.0
om-1

Listado de sefiales caracteristicas:

Longitud (cm™) [ Grupo Funcional®>®® Notas
3286.17 ph-NH-C Grupo amina unido al fenilo, (grupo uretano y terminal)
1708.06 -C=0 Enlace carbonilo del grupo uretano y de los ésteres del poliol
1541.97 C-NH, Enlace carbono - amina
1227.00 C-N&C-O Enlaces de amida del grupo uretano
1071.68, 1250 a 1310 C-0 Enlace carbono — oxigeno del grupo uretano y del éster resp.
2976.38, 1379-1378 . R-CH; Sefiales debidas al metilo presente proveniente glicol
2862 a 2882 R;-CH Seiial de los enlaces del carbono terciario
2933.35, 1448.70 R’-CH,-R” Sefiales debidas a los alcanos, R puede ser CH, o fenilo (MDI)

1600.62, 879.89, 760 a
780

©

Sefales debidas a-los enlaces arométicos, tri- sustituidos

Anteriores, 768.56

@ orto- sustituido

Sefiales debidas a los enlaces aromaticos, para- sustituidos

1123.95

-C-0-C-

Sefial por la presencia de enlaces éter en la molécula
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Tabla 3.10 Anélisis de espectros de IR de los poliuretanos a partir de TDI. (Continuacién)

_Espectro de IR del Poliuretano TDY-3 (DEG-AAD-DEG-TDY) -~ .

s
9 |
s
para¥ o)
70
1601,
63 ]
6o | =024 1430,
33 141916
1362.07
wr 30|
4
I 1226.08
2s |
0 |
13 i " "
14 ° LN Ot N
e oy
3 1N
00
4000.0 3000 2000 . 1;00 1000 00 40'00
Listado de sefiales caracteristicas:
|
' Longitud (cm™) | Grupo Funcional® ™ , “Notas
3323.84 ph-NH-C l Grupo amina unido al fenilo, ( grupo uretano y terminal)
1732.16 -C=0 Enlace carbonilo del grupo uretano y de los ésteres del poliol
1542.02 C-NH, Enlace carbono - amina
1226.08 C-N& C-0O Enlaces de amida del grupo uretano
1077.98, 1181.32 C-0 Enlace carbono — oxigeno del grupo uretano y del éster resp.
2950.24, 1450.28 R’-CH,-R” Sefiales debidas a los alcanos, R puede ser CH; o fenilo (MDI)
Anteriores, 768.46 - (CH,), - Senal de la cadena alifatica del adipato
1601.92, 957.64 @ Sedales debidas a los enlaces aromaticos, tri-sustituido
1133.07 -C-0-C- Sefial por la presencia de enlaces éter en la molécula
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Tabla 3.10 Analisis de espectros de IR de los poliuretanos a partir de TDI. (Continuacién)

Espectro-de IR del Poliurétano TDI-4 (DEG-AFT-DEG-TDI) |

12

wr

'y

0.0

10 2 ©, Y " 17000
\/\0/\,0 \/\o/\/o N N
7 o @ o
a -
3000 2000

145110

40000

— T —
1500 1000 500 4000
eno-l

Listado de sefiales caracteristicas:

[

Longitud (cm™) | Grupo Funcional®"®® Notas
3294.12 ph-NH-C Grupo amina uhjdo al fenilo, ( gr;xpo uretano y leml)
1710.00 -C=0 Enlace carbonilo del grupo uretano y de los ésteres del poliol
1536.69 C-NH, Enlace carbono - amina
1229.60 C-N&C-0 Enlaces de amida del grupo uretano
1071.00, 1285.62 C-0 Enlace carbono — oxigeno del grupo uretano y del éster resp.
2953.42, 1451.10 R’-CH,;-R” Sefiales debidas a los alcanos, R puede ser CH,; o fenilo (MDI)
Anteriores, 768.42 - (CHy)s - Sefial de la cadena alifatica del adipato '

1601.52, 1001.94, 760 a
780

©

Seiiales debidas a los enlaces aromaticos, tri-sustituidos

Anteriores, 880.01

@ orto- sustituido

Seflales debidas a los enlaces aromaticos orto- sustituidos

1125.61

-C-0-C-

Seiial por la presencia de enlaces éter en la molécula
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En la elaboracién de estos poliuretanos, a partir del TDI, también se presenté formacidn de
espuma, pero no comparable con los poliuretanos del MDI; esto también se refleja en los
espectros de IR donde las seffales de los grupos funcionales se definen claramente. Sin
embargo, en la formacién de éstos poliuretanos las reacciones existen, pero no es posible
asociar de forma contundente una sefial a algin grupo funcional de los subproductos de la

formacion de poliuretanos.

Por otro lado, la presencia de la sefial debida al isocianurato también muestra un grado de

entrecruzamiento en los poliuretanos; esta sefial, en éstos polimeros se presentd alrededor
] . .. . X . U

de los 1417 cm”, pero es una sefial significativamente mas débil que la que se observa en

los poliuretanos de MDIL

La caracterizacién por IR de los poliuretanos brindé informacion muy valiosa respecto a los
grupos presendes en los polimeros, estds sefiales pueden cambiar debido al efecto de las

bacterias sobre algunos grupos funcionales en particular.
3.4  Resultados de pruebas de biodegradacién
3.4.1 Pruebas de biodegradacion de materias primas

Para realizar las pruebas de degradacion, primero fue necesario establecer el efecto
aparenie de los residuos de polioles y glicoles en los poliuretanos, por lo que se realizaron
pruebas de biodegradacion de las materias primas. Los resultados para los glicoles y los
isocianatos se presentan en la tabla 3.11. En general se esperaba que el crecimiento en los
glicoles fuera positivo, debido a que se asumié que por ser moléculas pequefias con grupos
ester, serian faciles de biodegradar; mientras que en los isocianatos se esperaba crecimiento
negativo, ya que las prucbas son en medio acuoso y los isocianatos forman compuestos de
urea en agua entre otros compuestos de nitrégeno, generando cadenas largas con grupos

funcionales que no corresponden a la actividad ya establecida con la cepa BIQ-08.
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Los resultados fueron como se esperaban, la cepa BIQ-08 fue capaz de alimentarse de los
glicoles, sin embargo se debe considerar que éstas son moléculas pequefias y ademas que
en la reacciéon de formacion de los poliuretanos funcionan como iniciadores, por lo que en
teoria son agotados en su totalidad, en el caso de llegar a existir como residuos en los

polioles.

Tabla 3.11 Crecimiento de bacterias en materias primas (glicoles e isocianatos).

Materia Prima | Cepa BIQ-08 | Eséherichia coli | Pséudomonas || Proteus
| | o | vudgaris

DEG positivo positivo . poéitivo .negalivo

DPG positivo positivo positivo negativo

MDI negativo negativo negativo negativo

TDI negativo negativo negativo negativo

Cultivo en medio basal, con fuente de nitrogeno, después de 3 dias de incubacién

Se utiliza a la bacteria Escherichia coli como control negativo debido a su rapidez de
duplicacién y a que es una bacteria que no excreta enzimas al medio; la Pseudomonas sp.
es una bacteria muy comun y de facil adaptabilidad mientras Proteus vulgaris es una

bacteria que presenta actividad enzimatica esterasa y ureasa.

De la misma forma se realizaron pruebas de crecimiento en los polioles, utilizando MB
so6lido con poliol al 3 % en peso, con la finalidad de observar la capacidad de la cepa BIQ-
08 de alimentarse de poliol, el cual presenta enlaces éster en su molécula. Los resultados se

presentan en la tabla 3.12.

Los resultados de crecimiento en poliol de las bacterias muestran la facilidad de la cepa
BIQ-08 para alimentarse de los polioles alifaticos, mientras que los polioles aromaticos no
presentan un crecimiento comparativo en las condiciones de cultivo establecidas. Aunque
no se observa crecimiento en los cultivos del polidl aromatico, esto no quiere decir que la
cepa BIQ-08 no pueda alimentarse de los grupos éster del poliol, lo mas probable es que

sea debido a que el cultivo es en medio basal sélido con el poliol disperso, por lo que la
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cantidad de poliol disponible para metabolizar en la cercania de las bacterias plantadas,
puede ser pequefia, y aunado a que el poliol tiene un niicleo aromético que dificulta la
hidrélisis de los grupos éster, es probable que la adaptacion de las bacterias a ésta condicion

podria ser més lenta con respecto a la necesaria para metabolizar el poliol alifatico.

Tabla 3.12 Crecimiento de bacterias en polioles.

T poliol [ .Cepa BIQ08 | £ T Sewal Ty T
DPG.AAJj.DPG . positiv6 >l‘1é‘g‘a-t1;'x;o p'ééftivc; 1 n'e‘gativo‘
DPG.AFT.DPG negativo negativo negativo negativo
DEG.AAD.DEG positivo negativo positivo negativo
DEG.AFT.DEG negativo negativo negativo negativo

Cultivo en medio basal solido, con fuente de nitrogeno, después de 3 dias de incubacién

Para verificar el crecimiento de la cepa BIQ-08 en poliol aromatico, se realizaron pruebas
de crecimiento en medio basal liquido con fuente de nitrégeno con los 4 polioles (una por

poliol), conteniendo una concentracién de poliol en el medio del 3 % en peso.

Se prepararon dos matraces de cultivo por cada poliol, utilizando uno como control de

esterilidad y el otro inoculandolo con la cepa BIQ-08.

Los resultados encontrados tras 3 dias de incubacién fueron que aun existian bacterias vivas
en el medio para los 4 polioles. Para determinar si existia crecimiento en el nimero de
bacterias capaces de formar una colonia (UFC: Unidades Formadoras de Colonias),
también llamadas viables, se tomé al tiempo de inoculacién un conteo en placa de LB,
donde se determiné el niimero de bacterias presentes mediante un conteo de colonias a las
24 horas y asi se establecieron las UFC al tiempo de inoculacién; posteriormente se realizd
la misma operacidn para el dia 2 de incubacion de los matraces, estos valores se presentan
en la tabla 3.13. El resultado demostré que existe un crecimiento comparativo para los 4

polioles utilizando a los polioles como fuente de carbono.
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Tabla 3.13 Cuantificacién de crecimiento en polioles.

Tiempo de | DPG.AAD.DPG | DPG. AFT.DPG | DEG.AA...DEG | DEG.AFT.DEG
| culiivo | (URC/mL) | . (UFCAmL) | (UFChAL) | (UFC/mL)
mcial | 233000 | 236000 | 230000 | 234,000
2 dias 1.85x10° 1.69x10° 1.88x10° 1.72x10°

A(UFC)* 6.94 6.16 717 6.35

*La diferencia de crecimiento se establece como [(Valor final-Valor inicial) / Valor inicial], es el mimero de

veces que se duplicé la bacteria en términos de viables en el tiempo de observacién.

El crecimiento presente en los polioles da una idea general de que la cepé BIQ-08 mantiene
su capacidad de alimentarse de los grupos éster presentes en los polioles, mientras éstos
estén por una parte, de forrna accesible en términos estructurales de la molécula, y ademds
en concentraciones abundantes, alin cuando no sean tan accesibles. Es decir, la cepa BIQ-
08 requiere de que los enlaces éster estén accesible en la molécula para la actividad
enzimatica y aparentemente la estructura aromatica afecta esta accesibilidad, haciéndose

notable cuando esta fuente de carbono se encuentra a bajas concentraciones.

La importancia de estos resultados est en la informacién acerca del patrén de crecimiento
de la cepa BIQ-08, ya que el crecimiento que pueda ser medido, cuando se realicen las
pruebas a los poliuretanos, podria ser mantenido por la presencia de las moléculas de poliol
residuales en el polimero. Los andlisis de GPC muestran que los poliuretanos contienen una
cantidad aproximada del 2 al 3 % de moléculas de pesos moleculares menores a 5000 .
g/gmol, el cual fue el maximo peso molecular observado; igualmente por GPC, para los
polioles. Sin embargo, la mayoria de estas moléculas en el polimero ya corresponden a

poliuretanos — poliéster de bajo peso molecular formado en la reaccion de polimerizacion.

Alin con esto, es necesario tener presente que podria presentarse un crecimiento debido a la
presencia de trazas de poliol en el polimero, por lo que su efecto se debera corroborar con
lo ya planteado, es decir, que estos residuos no son la razén del crecimiento observado en el
polimero y que aunque se alimente de los pesos moleculares pequefios, las bacterias no

mueren por el agotamiento de esta fuente de carbono.
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3.4.2 Pruebas de biodegradacién a peliuretanos

Para poder utilizar a los poliuretanos en los cultivos, éstos primero fueron esterilizados
mediante UV (67), va que por la utilizacion de calor hiimedo los materiales fundian. Para
esterilizar por radiacidn se utilizé un equipo marca UVP, Ultraviolet Crosslinker modelo
CL-1000 con energia maxima de emision de UV de 99,900 wl/em’. Para determinar la
energia necesaria se utilizé un modelo matematico, el cual se presenta en la ecuacidn EQ9,
donde es posible determinar la fraccién de poblaciéon microbiana sobreviviente a una

exposicién por un tiempo especifico a una energia de radiacion determinada 79,

S=e*" (EQ%)

En la EQ9, S es la fraccién de microorganismos sobrevivientes, I es la intensidad UV
(mJ/em?), t es el tiempo de exposicion en segundos y k es la constante de rapidez estandar
para un microorganismo especifico y esta en cmzfp_ll La constante k de este modelo estd
descrita en varias referencias para diferentes microorganismos en diversos medios,

-

incluyendo en la que se presenta el modelo "”. En la mayoria de las referencias la

constante k se presenta como la energia de irradiacién entre 4rea por el tiempo de

exposicién necesario para eliminar al 99.99% de los microorganismos presentes. 78

Se sabe que la energia UV es capaz de activar una polimenzacidén, aumentar la
polimerizacién y degradar un polimero, sin embargo los intervalos de tiempos de
exposicion y los de energias de irradiacion utilizadas fueron muy bajas como para afectar la
estructura o representar un efecto negativo en los poliuretanos. Los tiempos de irradiacion
calculados para una energia de 20 mJ/cm’ fueron de 90 s, que con respecto a los reportédos ‘
para activar una polimerizacion o degradar un polimero son muy pequefios (al menos en

100 veces). 7

Con los polinretanos estériles se realizaron las pruebas de crecimiento de la cepa BIQ-08 en
medio basal, la grafica de crecimiento para los poliuretanos de MDI se presenta en la figura
3.9, donde se compara el crecimiento de las bacterias obtenido después de una semana de

cultivo.
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En la tabla 3.14 se presentan los valores de las UFC/mL para la cepa BIQ-08, en MB con
poliuretano como tnica fuente de carbono, los valores son €l promedio de los resultados del
conteo de colonias de las placas de LB (dilucién 107, 10* y 10”) tomadas para cada

tiempo.

Tabla 3.14 Conteo de viables en los cultivos con poliuretanos a partir de MDI (UFC/mL).

‘Tiempot™“as)| ~ MDI'1 TR T _ T
0 517,500 507,000 509,000 527,500
1 1,345,000 933,500 1,240,500 890,000
2 2,005,500 894,500 1,712,000 720,000
3 7,445,000 | 3,908,000 | 6,525,000 | 3,525,000
4 18,280,000 | 15,780,000 | 17,645,000 | 11,595,000 |
5 29,500,000 | 22,230,000 | 25,900,000 | 18,505,000
6 35,070,000 | 29,725,000 | 27,500,000 | 22,105,000
A(UFC)* 66.77 57.63 53.03 40.91

*La diferencia de crecimiento se establece como [(Valor final-Valor inicial) / Valor inicial], es el nimero de

veces que se duplicé la bacteria en términos de viables en el tiempo de observacién.

En la tabla 3.14 se observa que la cepa BIQ-08 es capaz de duplicarse en el poliuretano
hasta 60 veces mas del contenido inicial en 7 dias, lo cual demuestra que estas bacterias si
son capaces de metabolizar al poliuretano. Si se compara los valores obtenidos para los
poliuretanos del MDI con los polioles respectivos, para un tiempo de 2 dias (tabla 3.15), el
crecimiento obtenido en los polioles es mayor, como era de esperarse, ya que las cadenas
de poliol son de més bajo peso molecular que del poliuretano, por tanto son més accesibles
al efecto enzimaético, sin embargo, si existe una duplicacién de la cepa BIQ-08 con los

poliuretanos como sustrato.

Tabla 3.15 Crecimientos [A(UFC)) comparados para polioles y poliuretanos de MDI.

| Mate 1 DPG AAD.DP 3| DPGAR r=5°  ~Fo=
"~ Poliol 69 | el6 | 711 635
Poliuretano 2.88 0.76 2.36 0.36
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Figura 3.9 Curvas de crecimiento de la cepa BIQ-08 para poliuretanos de MDI.

La grafica de la figura 3.9 muestra un periodo de adaptacion de la cepa BIQ-08 al medio y
luego un periodo de méxima actividad que después empieza a mantenerse. El tiempo de
adaptacién podda ser debido al agotamiento de las cadenas de bajo peso molecular del
polimero y de las trazas de poliol presentes. En las condiciones del cultivo de poliuretano,
el 2 % de pesos moleculares menores a 5000 g/gmol se convierte en aproximadamente el
0.06 % de contenido de ’estos pesos moleculares en el cultivo, por lo que podria afirmarse
entonces que el crecimiento de la cepa BIQ-08 no parece ser sostenido por las trazas de

poliol en el polimero.

En la figura 3.10 se presentan las imagenes de las colonias de la cepa BIQ-08 en placas de
LB donde se realizé el conteo de colonias para la dilucién 107 a los 3 dias de incubacién.
Para el conteo de colonias se obtenian 2 placas por cada poliuretano, a dos distintas

diluciones del cultivo original y se promediaba el niimero de UFC/mL obtenido.
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Figura 3.10 Placas de la dilucién 10” correspondientes al tercer dia de incubacién.

Los resultados de las pruebas a los poliuretanos a partir del TDI se presentan en la tabla
3.16; para esta familia de polimeros también se observo crecimiento y las caracteristicas de
las curvas de crecimiento, que se presentan en la figura 3.11, son muy similares a las
encontradas para el MDI. Se observa que existe una adaptacion al medio, aunque en los
poliuretanos de TDI parece ser menos marcada, ya que apenas se alcanza a ver un pequefio

cambio en la pendiente de crecimiento, lo cual implica una tiempo de adaptacidn corto.

Los diferenciales de crecimiento de la cepa BIQ-08 para los poliuretanos de TDI son
menores que para los de la familia del MDI, lo cual implica que para la cepa BIQ-08,
aparentemente es mas facil asimilar a los polimeros de MDI. En la determinacién de
crecimientos de microorganismos, el tiempo entre las mediciones es un factor primordial ya
que en un periodo muy corto de tiempo se puede dar un cambio en el comportamiento de
las bacterias. Esto es probablemente la razén por la que no se observd el periodo de

adaptacion de la cepa BIQ-08, ya que se tomaban las muestras cada 24 horas y el cambio

pudo ocurrir en un tiempo menor.
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Tabla 3.16 Conteo de viables en los cultivos con poliuretanos a partir de TDI (UFC/mL).

T % 7 bl T DIz | MBI [ Thd ]
I 701,000 636,500 679,000 693,500
1 1,222,000 | 722,500 950,000 877,000
2 2,651,000 | 1,768,500 | 1,525,000 | 1,395,000
3 9,570,000 | 5,840,000 | 4,980,000 | 3,480,000
4 20,235,000 | 15,735,000 | 12,665,000 | 11,960,000
5 28,680,000 | 25,475,000 | 20,435,000 | 16,940,000
6 32,895,000 | 26,980,000 | 21,730,000 | 17,590,000
A(UFC)* 45.93 41.39 31.00 24.23

*La diferencia de crecimiento se establece como [(Valor final-Valor inicial) / Valor inicial], es el nimero de

veces que se duplicé la bacteria en términos de viables en el tiempo de observacion.
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Figura 3.11 Curvas de crecimiento de la cepa BIQ-08 para poliuretanos de TDI.
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En la figura 3.12 se comparan las curvas de crecimiento de la cepa BIQ-08 para las dos
familias de poliuretanos, ahi se observa como los poliuretanos que tienen mayor
crecimiento son los que provienen de los polioles alifaticos, tal y como se observo en los
crecimientos de las bacterias en poliol. Esta grafica no se presenta en formato logaritmico
en el eje correspondiente a las UFC/mL, para poder observar mejor las diferencias que
existen entre cada uno de los polimeros. Lo que se puede resaltar de esta gréfica es que son
los polioles de origen los que determinan el comportamiento del crecimiento de la cepa
BIQ-08, lo cual corrobora que la actividad enzimatica, al ser esterasa, cataliza la ruptura de
los grupos éster provenientes del poliol en el poliuretano y se conserva esta tendencia

caracteristica de crecimiento, ain en el polimero de poliuretano.
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Figura 3.12 Comparativo global de crecimiento de los poliuretanos.

En todas las curvas para las dos familias, se observa que los poliuretanos elaborados con
polioles del DPG tienen mayor crecimiento que las del DEG, esto podria deberse a un
efecto de la cristalinidad del polimero por la linealidad de la molécula; esto es, en el caso de

los poliuretanos con secciones de DEG el agrupamiento puede compactar las moléculas y
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complicar el acceso a los grupos funcionales degradables por la cepa BIQ-08, mientras que
en el caso de los polimeros con DPG el metilo colgante en las secciones de poliol podria
estar generando un impedimento estérico suficiente como para mantener espacios para la

accién enzimatica.

En el caso de la diferencia de crecimiento entre los polimeros de MDI con respecto a los de
TDI, a pesar de que las moléculas de MDI tienen mayores pesos moleculares, se presenta
més crecimiento en estos poliuretanos. Considerando la afirmacion de la linealidad de las
moléculas, es necesario recordar que el MDI utilizado en la elaboracidn era polimérico, por
lo que ya era un material parcialmente ramificado, lo cual muy probablemente generé
ramificaciones en los polimeros que de él se obtuvieron y que confirmaria el efecto del
impedimento estérico en el agrupamiento de las moléculas permitiendo la accion
enzimética en las mismas. Este efecto ya habia sido inforrnado en estudios anteriores de
biodegradacién de otros materiales. ®® Otra condicién que conlleva a reforzar esta
hipdtesis es que los poliuretanos del MDI aparentemente formaron mds isocianuratos, los
cuales provocarian redes moleculares en el polimero, dejando muchos espacios entre las

moléculas.

Se encontré ademas que la mayoria de los polimeros al final del tiempo de observacién ya
estdn llegando a un crecimiento estacionario, es decir la tasa de duplicacién se esta
haciendo igual a la tasa de mortandad, esto normalmente ocurre en condiciones de
abundante fuente de carbono y nitrégeno para el microorganismo, ya que de lo contrario se

observaria un decremento en el niunero de duplicaciones.

El crecimiento observado para los poliuretanos de MDI es apenas un poco mayor que ¢l de
los poliuretanos del TDI, comparados para el mismo poliol de origen. Por otro lado, en los
poliuretanos de MDI con ftalatos, después del periodo de observacion no dejaron de crecer
las bacterias, esto quiza debido al retraso que tuvieron para adaptarse, ya que ademas, estos
dos poliuretanos son los que mostraron su periodo de adaptacion més pronunciado; sin
embargo el crecimiento que parecen alcanzar es comparativo con el de los demas

materiales.
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Mediante microscopio electrénico se tomaron imagenes de los polimeros después de ser
expuestos a las bacterias, las imagenes se presentan en la figura 3.13 para los poliuretanos
de MDI y en la figura 3.14 para los poliuretanos de TDI. Para esta determinacién se
prepararon 2 matraces con 50 mL de MB con 3 % en peso de poliuretano, uno sin bacterias
y otro con bacterias, para comparar el efecto de hidrdlisis del material con el cambio de los
poliuretanos por la accién de la cepa BIQ-08. Los matraces se incubaron por 15 dias y
luego se separ6 el polimero por filtracién. A simple vista la morfologia de los materiales
tuvo un cambio significativo entre los expuestos a la cepa BIQ-08 y los no expuestos,
ademas de que los poliuretanos expuestos a las bacterias presentaron un cambio de color,

tornandose amarillentos.

Las imdgenes del microscopio electrénico muestran claramente un efecto de degradacion
del material. En todos los casos se presenta degradacion, sin embargo en los poliuretanos
alifaticos, a pesar de ser éstos donde mas se aprecio crecimiento de las bacterias, las
imagenes muestran apenas un pequefio efecto sobre las superficies del material, lo cual
puede deberse a un consumo inicial de las cadenas de mas bajo peso molecular en el

polimero.

Una explicacion para lo descrito en el parrafo anterior podria ser que, las cadenas de bajo
peso molecular del polimero se hidrolizan ficilmente en estos polimeros y que en el medio
liquido ocurra la catélisis enzimatica de éstas moléculas; otra hipotesis es que las bacterias
estén pegadas a la superficie del material y en el caso de estos poliuretanos la dificultad
para atacar al material los mantenga en el medio liquido aprovechando las moléculas
hidrolizadas, entonces, al tomar las muestras del sobrenadante en la técnica para seguir el

crecimiento, se observen mas viables en estos materiales que en los otros.
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Poliuretano en MB sin bacterias Poliuretano en MB con bacterias
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Figura 3.13 Placas de microscopio electrénico de poliuretanos del MDI.

Muestras de 15 dias de incubacion.
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Poliuretano en MB sin bacterias Poliuretano en MB con bacterias
TDI-1 a 50 pm TDI-1 2 50 pm

r
TD{-2 a 50 pm TDI-2 2 50 um
TDI-3 a 100 pm TDI-3 a 100 pm

k .
L r: 3

TDI-4 a 50 um TDI4 a 50 um

Figura 3.14 Placas de microscopio electrénico de poliuretanos del TDI.

Muestras de 15 dias de incubacion.
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En los poliuretanos de TDI (fig. 3.14) el efecto sobre las superficies del material muestra
una actividad intensa de la cepa BIQ-08 scbre éstas, de ignal forma que en los poliuretanos
de MDI; contrario a las curvas de crecimiento, los poliuretanos que muestran mds
degradacién son los originarios de alguno de los policles ftalatos, lo cual podria ser
atribuible a las distribuciones de pesos moleculares maés estrechas en estos polimeros, que

permiten a la cepa BIQ-08 tomar material de cualquier lado del polimero.

Lo mas impertante de estos resultados es que comprueban de forma contundente que la
cepa BIQ-08 utiliza al poliuretano como tUnica fuente de carbono, ya que el efecto de
degradacion presente en los materiales expuestos a ésta es muy notable comparada con los

efectos que tuvo la hidrolisis sobre el material provocada por el agua del medio.
3.4.3 Obtencion de los productos de degradacién

En principio no fue posible identificar productos de degradacién de todos los polimeros. Se
logrd identificar mediante GC-MS propuesta en la seccién 2.4.3, fracciones de moléculas
de DPG, ademas de moléculas que parecen ser 4cido adipico con un carboxilo esterificado
con dipropilen glicol. No se logré establecer alguna asociacion del tipo de poliuretanc o
poliol y el material del cual se pudo obtener 0 no productos de degradacién. Sin embargo
en general, los que mas productos de degradacion observables tuvieron, fueron los
poliuretanos de polioles alifaticos, lo cual puede deberse a que al ser materiales de pesos
moleculares grandes las fracciones de molécula hidrolizada atin estaban en proceso de ser

asimiladas por las bacterias, cuando se extractaron del medio.

La figura 3.15 muestra los espectros de masas obtenidos de las extracciones de los
poliuretanos de TDI-i; se presenta el espectro de masa correspondiente vy el espectro de la
base de datos del equipo, si es que-éste existe, o bien la estructura mas probable. Se puede
observar que las coincidencia con el DPG reportado son razonables, mientras en el segundo
espectro los pesos coinciden con los patrones de rompimiento del adipato 4cido de
dipropilen glicol; en la figura se propone una estructﬁra donde existen dos fraccicnes, una

de 187 que se puede asociar a la sefial en el espectro de masas y una fraccidn de 75 que no
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se observa, pero que puede deberse a que de inmediato pierde un OH y el CH3, apareciendo
con un peso de 43 que si existe en el espectro; las sefiales de 55 y 84 son caracteristicas de
los ésteres de acido adipico. El tercer espectro en la figura 3.15 corresponde al ultimo
componente que pudo observarse por cromatografia de gases; éste parece ser acido adipico,

aunque el espectro no es claro porque aparece en muy baja concentracion.

e e y s —— 7
f -
00 00|
0|
00 5 0
a0 n
o < i
o k-
o
) ! :‘ - m
)
100
I T T \'” -|| T -+ ll 150
2 % A4 8 % % o % RN s %S ow % e %o PO N MR MV SR NI S N N R
Detectado en sobrenadante Espectro de la base de datos para DPG
T R oD
A2 )
) [ (0]
o 75.09 187.22 J
wl HO o OH
(0]
«n N N O
00 . .. . . .
‘ ‘ Adipato acido de dipropilen glicol
B (propuesto)
Detectado en sobrenadante
r-,:‘n Tn iR Bty ATOMD Koo TR Femredos AT 10 €45 e
30| 930
oo L1
Tt « 00 |
00| 000 '
5000 00| .
"
000 000!
0 oo Bl
0 bl f
. = B
| TR OO N N . ‘ | | Il || S
X Q 4 u B N & k] kel & » 0 % W % | L -] ﬂGN’?H5ﬂﬁﬂn%|0\l5|m|ﬁm\5|nl6!ﬂ'§‘
Detectado en sobrenadante Espectro de la base de datos para 4cido adipico

Figura 3.15 Espectros de masas y estructuras propuestas de productos de degradacion en

TDI-1.
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Los productos encontrados hacen suponer que la catalisis enzimdtica favorece la hidrolisis
de los ésteres de las cadenas de polimero generando fracciones o secciones de DPG o DEG
y difcidos carboxilicos, inclusive con un 4cido y un éster en la cadena, No se pudieron
observar en las determinaciones fracciones de ftalato o de 4acido ftalico y tampoco se
pudieron observar fracciones de molécula que contengan un grupo uretano o una fraccion

de molécula correspondiente al niicleo de los isocianatos utilizados.

Asi, el mecanismo de accidn de la cepa BIQ-08 parece ser debido a la hidrdlisis enzimatica
de los enlaces éster cerca del extremo de la molécula de polimero, pero al parecer las
moléculas que hidroliza son de tamafios grandes, ya que no son totalimente detectables por
cromatografia de masas; después en el liquido de cultivo las moléculas ya hidrolizadas son
fraccionadas mas y asimiladas por las bacterias tan rapido como son creadas, ya que no se
les puede identificar facilmente; aparentemente la cepa BIQ-08 es capaz de asimilar
también las secciones de molécula con contenido de grupos fenilo, ya que éstas no se
pudieron observar en ninguna determinacién. Sin embargo, existe una gran posibilidad de

que sea la técnica de extraccion la que no logra obtenerlas.

Para poder establecer si en todos los materiales existian productos de degradacion y de qué
tipo eran, se tomaron muestras liquidas de los cultivos después de haber eliminado el
polimero por filtracién y a las bacterias por centrifugacién, y fueron llevadas hasta
sequedad. De éste liquido se obtuvieron los residuos sélidos, a estos residuos secos se les
caracterizé mediante IR. En la figura 3.16 se presenta una comparacion de los espectros de
IR de los productos presentes en el sobrenadante de los cultives y los poliuretanos

originales.

Se puede observar claramente en los espectros de IR que en el sobre nadante se encuentran
moléculas del mismo polimero, que aparentemente se hidrolizaron, pero que probablemente
alin tiene pesos moleculares altos, no deteciables por CG-MS. En los espectros del
sobrenadante se observa que aparece la sefial perteneciente al OH de un 4cida carboxilico y
se intensifica la sefial de un hidroxile terminal, por otro lado disminuye de intensidad la

senal que corresponde al enlace C-N del poliuretano.
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Figura 3.16 Espectros de IR del polimero y del sobrenadante para el poliuretano MDI-2.

Para los 8 polimeros se encontré esta misma caracteristica en el sobrenadante, es decir, al
parecer existen moléculas de polimero hidrolizadas, sin embargo en las muestras de
referencia también parecen existir poliuretanos disueltos, pero ademés de no presentar la
misma intensidad de sefial, no hay sefiales de -OH terminales y de acidos, por los que se
puede afirmar que fracciones grandes de molécula de polimero son hidrolizadas por las
bacterias y son moléculas que contienen todos los grupos repetitivos que estan en la

molécula original de polimero.
En la figura 3.17 se presenta una comparacién del IR del poliuretano TDI-2 (DPG-AFT-

DPG-TDI), el cual muestra también un aumento en las sefiales del hidroxilo terminal y la

presencia de una sefial debida a un 4cido carboxilico.
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Figura 3.17 Espectros de IR del polimero y del sobre nadante para el poliuretano TDI-2.

De lo anterior se puede plantear que las moléculas de bajo peso molecular son solubles en
el medio de cultivo (agua), pero al parecer, en los polimeros expuestos a la actividad de las

bacterias, esta solubilidad aumenta mostrando va un efecto de hidrolisis enzimatica.

El mecanismo de accién que explica lo observado puede ser entonces, que la actividad
enzimatica de las bacterias, corta grandes secciones de la cadena de polimero mediante la
hidrolisis de los enlaces éster, generando cadenas de polimero de tamafios tales que son
solubles en el medio acuoso; ya en el sobrenadante, la actividad enzimaética continia la
hidrélisis de los enlaces éster presentes en estas moléculas grandes, obteniendo a partir de
estas cadenas, secciones pequefias- que conforme son cortadas las bacterias las asimilan,
siendo ésta la razén por la que no es posible detectarlas facilmente por cromatografia de

gases.
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Las razones para proponer un mecanismo como el descrito son las siguientes:

a) Se observa un crecimiento en los cultivos después de 7 dias y no se presenta
decaimiento de la tasa de duplicacién por agotamiento de [a fuente de carbono.

b) Las iméagenes de microscopia electronica muestran degradacién de la superficie de
las particulas de poliuretano, para los 8 materales.

c) Los espectros de IR del sobrenadante muestran la presencia de poliuretano
hidrolizado en el cultivo con bacterias, que ésta en mayor cantidad que en los
cultivos sin bacterias.

d) La presencia de los poliuretanos en el sobrenadante en los cultivos sin bacterias es
atribuible a la solubilidad de las cadenas de bajos pesos moleculares.

e) Por cromatografia de gases acoplada a masas fue posible identificar trazas de
pequeiias fracciones de polimero hidrolizadas, lo cual indica que estos productos se

agotan conforme se van generando, pero que esta accion enzimatica existe.

Si lo observado en los espectros de IR del sobrenadante fueran poliuretanos de bajo peso
molecular solubilizados, no se observaria la degradacién de las superficies del material,
adema&s de que no aparecerian sefiales. Existe la posibilidad de que la cepa BIQ-08 sea
capaz de asimilar moléculas grandes de polimero una vez que éstas se encuentren en el
medio liquido, sin embargo, la actividad esterasa no debe estar limitada a la superficie del
material, por lo que la catalisis enzimatica debe ser mayor ya con una molécula
Oparcialmente hidrolizada, haciendo moléculas mas pequefias y més faciles de asimilar por

la cepa BIQ-08.

La figura 3.18 presenta un esquema propuesto de la catélisis enzimética que probablemente
podria utilizar la cepa BIQ-08 para asimilar a las cadenas de poliuretano, en ésta se
proponen dos etapas de catdlisis enzimatica, una donde la enzima fracciona las cadenas de
la superficie del polimero y otra donde los ésteres de esta cadena son hidrolizados para

cbtener fracciones de molécula que son asimilados por las bacterias.
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Figura 3.18 Mecanismo propuesto de biodegradacién de poliuretanos con la cepa BIQ-08.

Debido a que los espectros de IR no distinguen entre varios tipos de moléculas, si el
contenido del sobrenadante fuera una mezcla de todos los productos de ruptura (DEG,
AAD y la seccién con los grupos uretano) se obtendrian espectros muy similares a los que
se encontraron, sin embargo, estos productos tendrian que ser extractables y detectables
facilmente por cromatografia de gases, lo cual no ocurrid, siendo ésta la razén mas

importante para suponer un mecanismo como el ya propuesto.
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CAPITULO 4.
CONCLUSIONES

Fueron sintetizados 4 polioles — poliéster lineales, dos aromaticos y dos alifaticos, a través
de una reaccién de condensacion entre 4cido adipico o anhidrido ftalico, con un glicol. Sus
pesos moleculares fueron entorno a los 1,200 g/gmol, su grado de polimerizacion en
promedio de 9, su polidispersidad muy cercana a uno y su contenido de grupos hidroxilo
fue cercano al 3 % en peso. La caracterizacién por espectroscopia muestra moléculas

poliméricas, lineales y sin terminaciones de acidos carboxilicos.

La primer familia de poliuretanos se obtuvo a partir de los 4 polioles con MDI, los balances
de reactivos se realizaron considerando exceso de isocianato con lo que se logré materiales
s6lidos. No fue posible caracterizar por GPC a los poliuretanos a partir de los polioles
alifaticos ya que no son solubles. Por otro lado los poliuretanos obtenidos con polioles
aromaticos tuvieron pesos moleculares peso promedio (Mw) de 67,000 g/gmol para el
MDI-2 y 36,600 g/gmol para el MDI-4 y polidispersidades de 120 y 27 respectivamente. La
polidispersidad de estos matenales es prueba de la dificultad para controlar la

polimerizacién en masa de un poliuretano.

En la sintesis de los poliuretanos se presentaron reacciones secundarias con la humedad y
aunado a la utilizacion de MDI con funcionalidad de 2.3, se generd entrecruzamiento en los
polimeros. El exceso de isocianato también generd entrecruzamiento de los poliuretanos
originando la formacidn del grupo isocianurato, razén principal por la que no se pudieron
solubilizar. La espectroscopia de IR de los poliuretanos de MDI muestra materiales con
grupos poliuretano unidos a los polioles ya caracterizados y demuestra la presencia

abundante de los grupos isocianurato formados por el exceso de isocianato.
La segunda familia de poliuretanos se elabord a partir del TDI con los 4 polioles

sintetizados inicialmente, todos estos polimeros fueron solubles en THF; los pesos

moleculares peso promedio (Mw) fueron 122,000, 34,000, 46,000 y 20,000 g/gmol para el
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TDI-1, TDI-2, TDI-3 y TDI-4 respectivamente; las polidispersidades fueron 240, 48, 43 y
22 en el mismo orden anterior. Los poliuretanos alifaticos son los de mayor peso molecular
y los de mayor polidispersidad. Estos poliuretanos son de pesos moleculares mas pequefios
que su contraparte elaborada con MDI, aun cuando existieron 2 poliuretanos que no se
caracterizaron, el entrecruzamiento de éstos es sefial de pesos moleculares muy altos. Por
otro lado, todos los poliuretanos elaborados a partir de los polioles flalatos son los

polimeros de menor peso molecular.

En la elaboracién de los poliuretanos de TDI también se presentan reacciones secundarias,
ya que existe formacién de espuma (generacion de CO; en la reaccidn), la espectroscopia
de IR muestra la existencia de los grupos poliuretano con un grupo de sefiales que
corresponden a las secciones de cadena provenientes del poliol de origen. Existe una
disminucion en la sefial de los OH terminales y una sefial débil que muestra la formacién
del grupo isocianurato, lo cual resulta en materiales aparentemente menos entrecruzado que

los elaborados a partir de MDI.

Los 6 poliuretanos a los que se les determind su distribucién de pesos moleculares,
presentan pesos moleculares peso promedio (Mw) bajos, pero en su distribucién existe
pesos moleculares de mas de 1.5x10° g/gmol. Sin embargo con una distribucién tan extensa
se observan también pesos moleculares de hasta 1,000 g/gmol, lo cual es tipico de un

sistema de policondensacién tipo Flory.

La cepa BIQ-08 es capaz de duplicarse en MB con DEG y DPG como tnica fuente de
carbono, por el contrario no se presenté duplicacion de las bacterias utilizando como

sustrato a los isocianatos MDI y TDI utilizados en la sintesis de los poliuretanos.

El crecimiento de la cepa BIQ-08 en MB sélido con cada uno de los 4 polioles — poliéster
como Unica fuente de carbono, es positivo sélo para los polioles alifaticos (los dos
adipatos); por otro lado, los dos ftalatos no permiten que las bacterias crezcan en estas
condiciones. Por el contrario, el crecimiento de la poblacién de bacterias se similar en los 4

polimeros cuando la cepa BIQ-08 se cultiva en medio liquido.
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El orden, de mayor a menor duplicacion de la cepa BIQ-08, para cada poliol como tnica
fuente de carbono es: 1° DEG-AAD-DEG, 2° DPG-AAD-DPG, 3° DEG-AFT-DEG y 4°
DPG-AFT-DPG.

Se obtuvieron curvas de crecimiento de la cepa BIQ-08 en MB liquido con cada uno de los
poliuretanos de MDI como unica fuente de carbono. El crecimiento de las bacterias
presenta al inicio un periodo de adaptaciéon de aproximadamente 48 horas, donde la
poblacién de bacterias disminuye en el medio, después presenta un crecimiento sostenido
hasta el sexto dia, donde comienza a apreciarse una estabilizacién del crecimiento, debido a

que la tasa de duplicacién y muerte es similar.

Las curvas de crecimiento de la cepa BIQ-08 obtenidas con los poliuretanos de MDI,
muestra que los poliuretanos elaborados a partir de polioles que a su vez fueron elaborados
con DPG, presentan mayor crecimiento que sus contrapartes con DEG. Por otro lado, los
poliuretanos con poliésteres alifaticos favorecen mas la duplicacién que sus contrapartes

con poliésteres aroméaticos.

Se obtuvieron las curvas de crecimiento de la cepa BIQ-08 en MB liquido con cada uno de
los poliuretanos de TDI como Unica fuente de carbono. Los poliuretanos sintetizados a
partir de TDI presentan un periodo de adaptacién pero sin disminucién de la poblacién de
bacterias, a diferencia de los poliuretanos con MDI. El crecimiento en los poliuretanos con
TDI es sostenido hasta el quinto dia, a partir del cual ya se observa la meseta que indica que

la tasa de duplicaciones y muertes de las bacterias es muy similar.

Al igual que los poliuretanos con MDI, los poliuretanos con TDI muestran un mayor
crecimiento de la cepa BIQ-08 en los polimeros con origen de polioles alifaticos y los

poliuretanos de DPG presentan mayor crecimiento que sus contrapartes con DEG. '
La tendencia encontrada para el crecimiento de la cepa BIQ-08 es a duplicarse mas rapido

en sustratos con poliuretanos — poliéster con ésteres alifaticos y cadenas ramificadas. Los

medios con poliuretanos de MDI presentan mas crecimiento de la cepa BIQ-08 y ya que los
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poliuretanos de MDI son mads ramificados y entrecruzados, se puede concluir que el

impedimento estérico presente en las cadenas del polimero favorece la actividad

enzimaética.

Por microscopia electrénica se comprobd que la cepa BIQ-08 degrada la superficie de las
particulas de poliuretano en el medio, observandose lo mismo en los 8 poliuretanos. Los
materiales que mas degradacién superficial presentan son los poliuretanos elaborados con

polioles ftalatos, que son los que muestran menor crecimiento bacteriano determinado por
UFC.

Se logro identificar productos de degradacién sélo en el sobrenadante del cultivo de TDI-1
y de MDI-1, en éstos se determiné la presencia de DPG y 4cido adipico como producto de
la biodegradacion, también se identificé un adipato acido de dipropilen glicol. Sin embargo,

no se logré identificar alguna seccion derivada del isocianato de origen del poliuretano.

El IR del sobrenadante mostrd en todos los poliuretanos, que los productos de degradacién
son cadenas hidrolizadas del mismo poliuretano, pero no son detectables por cromatografia

de gases, por lo que deben ser de pesos moleculares relativamente altos.

La capacidad de crecimiento de la cepa BIQ-08 en poliuretano - poliéster depende del tipo
de éster presente en la estructura, siendo mas favorable al crecimiento, un éster alifatico que
un éster aromatico, las ramificaciones en las cadenas del polimero también favorecen el
crecimiento; ademas, la degradacion en el material es mayor cuando el peso molecular del

polimero es menor y la distribucién de pesos moleculares en el poliuretano es mds estrecha.

Con base en todo lo anterior se afirma que, la cepa BIQ-08 es capaz de utilizar poliuretano
como tnica fuente de carbono,-en un medio acuoso con nitrogeno disponible. La
degradacion de los poliuretanos por la cepa BIQ-08 estd favorecida por la facilidad de
acceso de las bacterias a los enlaces éster presente en la estructura de los poliuretanos y por

la distribucién de pesos moleculares.
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APENDICE A4

APENDICE A
PREPARACION DE MEDIOS

A) Medio Basal. (Composicion por litro. Basado en el medio propuesto por Nakajima-
Kambe et. al., 1995).

Solucion A. (10x)
o KH,PO4 200¢g
e K,HPO,4 700 ¢g

Solucién B. (100x)
e NH4NO; 100.0 g*

e MgSO47H;0 100.0 g

Soluciéon elementos traza (1000x)

e ZnSO47H,0 10g
e CUSO4'7H20 0.10 g
e FeSO4~7H,0 100 g

e MgSO4'4-6H20 2.0 g

*Omitir el NH4NO; si se prueba poliuretano como tdnica fuente de nitrégeno.

Preparacidn: Preparar las soluciones A y B y esterilizar en autoclaves a 120 °C por 20
minutos. Preparar la solucion de elementos traza y esterilizar por filtracién. A 800 mL de
agua estéril adicionar en condiciones asépticas 100 mL de solucién A, 10 mL de solucién B
y 1 mL de solucién de elementos traza. Llevar a un litro y distribuir en matraces o tubos. En
caso de adicionar la resina como fuente de carbono, sustituir 100 mL de agua estéril por
100 de solucion 10x de resina esterilizada por filtracién. En caso de usar polvo de

poliuretano como fuente de carbono, adicionar 1 % del mismo al medio de cultive. Por
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ultimo, si se preparan placas de agar MB, esterilizar el agua con el equivalente a 1.5 % de

concentracidn final de agar. El pH final del medio es 7.2.

B) Medio Luria. (Composicién por litro. Ausubel ed. Current Protocols in Molecular

Biology, 1997).

Medio liquido
e Peptona 100g
¢ Extracto de levadura 50g
¢ NaCl 50g

Preparacion: Disolver en agua necesaria para completar un litro, ajustar pH a 7.0 mediante
la adicion de solucién de NaCl 1.0 N y esterilizar en autoclave a 120 °C por 20 minutos y

mantener en refrigeracion.

Medio solido
o Agar 150¢g
¢ Peptona 10.0g
¢ Extracto de levadura 50g
¢ NaCl 50g

Preparacion: Disolver el agar en la minima cantidad de agua posible por separado, y los
otro componentes en 100 mL de agua. Mezclar las dos soluciones y completar a 1 L con
agua. Esterilizar bajo las mismas condiciones que para la preparacién del medio liquido.
Enfriar hasta 65 °C. Para preparar placas vacie de 25 a 30 mL de la solucién caliente en

cajas Petri estériles. Mantenga las cajas en refrigeracién y la solucién restante.
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APENDICE B
CARACTERIZACION DE LA BACTERIA

B.1 Identificacion de la bacteria

El resultado de la identificacion de las cepas bacterianas en el cepario de la Facultad de

Quimica es el siguiente:

Cepa BIQ-08: Comamonas testosteroni o Pseudomonas alcaligenes

La identificacion se realiz6 utilizando tiras API 20NE y el Software correspondiente. Asi
como medios convencionales: Agar MacConkey, SS, Cetrimide, Agar P, Agar Nutritivo y

Bioquimicas Caldo nitrato, SIM, MIO, UREA, Arginina, O/F/+ Glucosa.

B.2 Curva de cepa BIQ-08 en LB liquido

2.5

05 +—

or———F—T—7
0123456 78 9101112131415

tiempo (h)

Figura B.1 Curva de crecimiento de la cepa BIQ-08 en LB.
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Se determin6 mediante densidad 6ptica a 660 nm, el crecimiento de la bacteria en LB
liquido, para establecer ¢l tiempo de mayor actividad de replicacion de la bacteria. Esto

ocurre mientras se mantenga en la zona de mayor pendiente.
B.3 Determinacion de la actividad enzimatica de la bacteria

Se determind la actividad enzimatica esterasa mediante la reaccion de hidrolisis del acetato

de p-nitrofenol, la reaccion es como sigue:

O 0O
Il [
OZN—@fO—C—CI‘b + O ———= QN@OH + HO—C—CH;

(R33)

La determinacion se realiza mediante la medicién de los moles de p-nitrofenol debidos a la

hidrélisis enzimatica debiendo restarle los moles generados por hidrélisis con el agua.

0.06

0.055 1

0.05 - --
1

0.045 -

0.04 T—

0.035 1 -

0.03 +

Mol de p-nitrofenol

0.025 1+

0.02 +

0.015 - [ _

0.01 T T ~r T
tiempo (min)

Figura B.2 Actividad enzimatica de la cepa BIQ-08 a las 15h de incubacion.
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B.4 Determinacion del crecimiento en MB con PU hidrosoluble.

La determinacion se hace mediante el seguimiento de la densidad dptica a 660 nm cada
hora, en un cultivo de MB con poliuretano hidrosoluble (Hydroform®) al 3% en peso,
inoculado con una colonia de bacterias conservadas en cajas y sujetas a presion de

seleccién.

Densidad Optica medida en cultivo de MB con Hydroform® para la Cepa BIQ-08

0.8

Abs. 660nm

25

Tiempo (h)

Figura B.3. Crecimiento de 1a cepa BIQ-08 en poliuretano hidrosoluble

Esta curva muestra que la bacteria es capas de reproducirse en condiciones donde la unica

fuente de carbono disponible es el poliuretano hidrosoluble.
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APENDICE C
DIAGRAMAS DE GPC

C.1 Diagramas de GPC de polioles

Las condiciones de la determinacién fueron:
Solvente THF, Columna HP Mixed B, 10um
Flujo de fase mévil: 1 mL/min,

Detector: Dispersién de Luz

mV
(r) 1 2 3 4 5 6 7 B8 9
tiempo(min)
Figura C.1 Diagrama de GPC para poliol DPG-AAD-DPG.
mVv
o] 1 2 ) 3 4 5 N 76 - 7 7;777 B 9

tiempo (min)

Figura C.2 Diagrama de GPC para poliol DPG-AFT-DPG.
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tlempo (min)
Figura C.3 Diagrama de GPC para poliol DEG-AAD-DEG.

[ 1 2 3 4 s 6 7 8 9
tlempo (mln)

Figura C.4 Diagrama de GPC para poliol DEG-AFT-DEG.
C.2 Diagramas de GPC de poliuretanos del MDI
Las condiciones de la determinacién fueron:
Solvente THF, Columna HP Mixed B, 10um

Flujo de fase mévil: 1 mL/min,

Detector: Dispersion de Luz
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mV
o 1 2 3 4 5 6 7 8 2 10
tiempo (min)
Figura C.5 Diagrama de GPC para MDI 2,(DPG-AFT-DPG-MDI).
mV
o 1 2 3 4 5 8 7 8 o 10

tlempo (min)

Figura C.6 Diagrama de GPC para MDI 4,(DEG-AFT-DEG-MDI).
C.3 Diagramas de GPC de poliuretanos del TDI
Las condiciones de la determinacién fueron:
Solvente THF, Columna HP Mixed B, 10um

Flyjo de fase mévil: 1 mL/min,

Detector: Dispersion de Luz
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mV

mVv

tiempo (min)

Figura C.8 Diagrama de GPC para TDI 2,(DPG-AFT-DPG-TD]).
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1 2 3 4 S 6 7 8 o 10
tiempo (min)
Figura C.7 Diagrama de GPC para TDI 1,(DPG-AAD-DPG-TDI).
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mV

mV

) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 .
tiempo (min)
Figura C.9 Diagrama de GPC para TDI 3,(DEG-AAD-DEG-TDI).
e — _ —

tiempo (min)

Figura C.10 Diagrama de GPC para TDI 4,(DEG-AFT-DEG-TDI).
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