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Resumen

1. RESUMEN

La sintesis enziméatica de polimeros biodegradables, basados en acido
lactico, ha despertado el interés desde hace mas de 30 afios, ya que es
una solucion viable al uso de polimeros derivados del petroleo. Ademas
estos se sintetizan a partir de fuentes naturales renovables, aunado al
hecho de que para su elaboracion no implica el uso de materiales que
resulten nocivos para el medio ambiente en el marco de la llamada
quimica verde. Debido a ésto existe el afdn de encontrar nuevas y
mejores técnicas para su produccion, las cuales van desde cambios en los
medios de reaccién hasta la modificaciobn de variables controlables y

evaluacion de diferentes enzimas para lograr un rendimiento 6ptimo.

La sintesis del poli-L-lactido (PLA) se realizo mediante la polimerizacion
por apertura de anillo del acido-L-lactido (LA) usando una lipasa como
catalizador de la reacciéon y CO, en estado supercritico. Con la realizacion
del presente trabajo se pretendidé buscar las mejores condiciones para la
polimerizacion del PLA por este novedoso método. El PLA es utilizado
como matriz en la composicion de productos biodegradables y
actualmente los métodos de sintesis utilizan catalizadores metalicos
toxicos que son dificiles de eliminar. Para este estudio inicialmente se
evaluaron las diferentes condiciones de reaccién, emulsién (20 %V LA —
10 % Lipasa) y disoluciéon (9.6%"Y LA — 10 % Lipasa), y siguiendo la
cinética de las mismas, se descubrié la mejor condicion para la obtencion
de mejores rendimientos. En la primera el L-Lactido se encuentra
totalmente disuelto, es decir un sistema homogéneo, en el medio de
reaccion, mientras que en el segundo gracias a una sobre-saturacion de
LA a condiciones adecuadas se logra un sistema heterogéneo, en donde el
LA se encuentra parcialmente en estado liquido en forma de pequefas
particulas en el medio (gotas), tal como en una emulsidbn agua-aceite.
Para alcanzar las condiciones Optimas del CO, supercritico en la reaccién

se usaron reactores acondicionados a 65 °C y 300 bares de presion, el



Resumen

catalizador es una lipasa obtenida de la levadura Candida antartica (CA).
La lipasa B de CA se comercializa inmovilizada en una resina macroporosa
de acrilico (Novozym 435), lo cual permitié que la recuperacién de la
misma fuera mas facil. Tomando en cuenta los resultados del mejor
sistema, se estudiaron los efectos que tienen las siguientes variaciones en
el sistema: % PV de monémero de LA, la actividad de agua inicial de la

enzima (aw), Y tiempo.

Los compuestos obtenidos fueron caracterizados mediante técnicas
analiticas como la Resonancia Magnética Nuclear de protén (RMN *H),
Cromatografia de Permeacion en Gel (GPC), Calorimetria diferencial de
barrido (DSC) y difraccion de rayos X en polvo (DRX), para asi poder
determinar el grado de transformacion de mondémero a polimero y el

tamarno del polimero obtenido.

David Angel Lépez Guerrero, pasante de la carrera de Quimico en
Alimentos, estudiante de la Universidad Nacional Autonoma de México,

Facultad de Quimica, legnadivad@live.com.mx
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Abreviaturas

111. ABREVIATURAS.

CA (Candida antartica)

CEP (Complejo enzima Polimero)

DSC (Diferential Sbaning Calorimetry o Calorimetria Diferencial de
Barrido)

FSC (Fluidos supercriticos)

GPC (Gel Permeation Crhomatografi o Cromotografi de permeacion por
gel)

LA (acido-L-Lé&ctido)

PAA (Polimerizacion por apertura de Anillo)

PET (Polietileno tereftalato)

PLA (polilactido)

PS (poliestireno)

RMN (Resonancia Magnética Nuclear)

scCO; (Didxido de carbono en condicione supercriticas)



Introduccién

1V. INTRODUCCION

En los dltimos afios se han desarrollado un gran niumero de trabajos de
investigacion encaminados a disminuir las cantidades de residuos
plasticos, es decir, materiales poliméricos elaborados a partir de productos
obtenidos del petréleo, los cuales resultan ser muy agresivos con el
ambiente debido a la baja biodegradabilidad. Por lo tanto, es de esperar
que en el tercer milenio dispongamos de una amplia variedad de

polimeros cuyos residuos sélidos no constituyan un problema ecolégico.*

La actual tendencia por el cuidado del ambiente y el desarrollo de nuevos
materiales poliméricos basados en recursos naturales renovables a
fomentado el crecimiento en el interés por encontrar nuevos méetodos de
sintesis que sean mas amigables con el medio ambiente y los cuales
tengan las condiciones 6ptimas para una sintesis viable. Como respuesta a
estas exigencias, la industria y la comunidad cientifica han potenciado
proyectos de investigacion y desarrollo sobre materiales biodegradables
que no ataquen al medio ambiente. Los biomateriales son productos
destinados a aplicaciones médicas que estan en contacto con los sistemas
biolégicos como, marcapasos, plasmas, protesis, farmacos encapsulados,
suturas, grapas y material odontoldégico. Ademas, pueden ser una
alternativa perfectamente viable en otros ambitos como, agricultura y
embalaje, donde existen problemas de reciclado y almacenaje. Algunos de
los paises en vias de desarrollo pierden una parte de su produccién de
alimentos debido a un envasado inexistente o deficiente. Materiales como
MAKROLON, un policarbonato reciclable, hacen los envases mas
manejables, resistentes y econdmicos. Las bolsas biodegradables BAK,
una resina termopléastica, comercializada por Bayer es una de las ultimas
innovaciones quimicas en el campo del envasado con menor impacto

ambiental.!

10



Introduccién

Desde la década de los setenta, en el campo de la medicina se han estado
usando una nueva clase de polimeros basados en &cido lactico. Esta clase
de polimeros se obtienen de fuentes naturales y renovables, ademas de
ser biodegradables, presentan propiedades mecanicas similares a las del
poliestireno (PS) y polietileno tereftalato (PET) por lo cual gozan de una
amplia gama de usos en las areas de la medicina, de textiles y de

empaques.*?

El PLA es obtenido a partir de la polimerizacion del acido lactico, que a su
vez se obtiene de la fermentacion de carbohidratos. El acido lactico
conseguido se somete a un tratamiento térmico para formar oligomeros
de 4&cido lactico que posteriormente son convertidos a través de
deshidratacion a acido Ilactido, que es el dimero heterociclico.
Posteriormente el acido lactido es polimerizado por la apertura del anillo

generalmente utilizando sales inorganicas como catalizadores® (Fig. 1).

Como ya habiamos apuntado el PLA puede adoptarse como un material
alternativo con muchas aplicaciones, PLA puede obtenerse de diferentes
isbmeros comerciales de acido lactido (LA), el dimero ciclico del acido
Lactido, (L-LA, rac-LA y meso-LA) dan como resultado a diferentes
materiales con variaciones significativas en sus propiedades mecanicas y
quimicas. Poli-L-LA (PLA), puede ser obtenido del isébmero L-LA puro,
como una estructura semicristalina. Las variaciones en los grados de
cristalinidad dependen en el proceso del sistema usado teniendo una

influencia remarcable sobre sus propiedades.*

Generalmente, las propiedades mecanicas del PLA hacen a este material

mas atractivo con mas aplicaciones que los PLAs amorfos.

11
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Figura 1. Ciclo del PLA, produccién y degradacion.

Por otro lado, al utilizar enzimas como catalizadores de la polimerizacion
por Apertura de Anillo (PAA) para llevar a cabo la sintesis de estos
compuestos, se evitan el uso de catalizadores téxicos, ya que promueven
un proceso limpio, evitando la generacion de residuos que provoquen un
dafo al medioambiente y con la posibilidad de ser reutilizable. EI método
de polimerizacién del LA alternativo que aqui se propone esta basado en el
empleo de medios no téxicos en donde se lleva a cabo la reaccion, por
ejemplo, el uso de gases comprimidos, tal es el caso del di6éxido de
carbono supercritico (scCO;) que es uno de los fluidos comprimidos mas
versatil y estudiado, debido a su baja toxicidad, bajo costo y al no ser
inflamable. Ademas, la disponibilidad de CO, como un subproducto de
muchos procesos industriales, reciclaje viable y el facil alcance de sus
parametros criticos (Pc = 7.3 MPa; 304.25 K) deben tomarse en cuenta
para expander el uso de este gas. El scCO, presenta muy baja viscosidad
y un alto coeficiente de difusion y densidades similares a la de los

solventes organicos comunes.

12
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Figura 2. Sintesis de poli-L-lactido a partir de L- Lactido

Desde los primeros reportes por Zaks y Klibanov en 1984 sobre la
actividad catalitica de las enzimas en medios no acuosos,® la sintesis
enzimatica de varios compuestos organicos como son los polimeros han

sido reportados.®’

A finales de la ultima década, muchas investigaciones se han dirigido al
estudio de la actividad enzimatica en medio no convencionales, incluyendo

8_9

el scCO, como otros fluidos comprimidos, liquidos i6nicos® u otros

sistemas.

En el campo de los polimeros, Loecker et al, reporté que la sintesis
enzimatica por PAA de epsilon-caprolactona ( -CL) en scCO, a presiones
sobre los 15 MPa, con rendimientos similares a los reportados con

tolueno.

La sintesis de PLA ha sido reportada por varios autores usando catalisis
inorganica o inductores con un amplio rango de peso moleculares y altas
solubilidades en solventes orgénicos polares convencionales, como el
cloroformo.'*"*? En el campo de las enzimas, los reportes estan limitados
a polimerizaciones en crudo (bulk) arriba de 90 °C en donde el LA fundido

sirve como solvente a la par que como monémero.*3

13
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V. OBJETIVOS

Objetivo principal

e Determinar las viabilidad de la polimerizacion enzimatica de acido

L-Lactido usando scCOs .

Objetivos secundarios.

e Evaluar las mejores condiciones para que se lleve a cabo la

polimerizacion, siendo estas de disolucion y tipo emulsion.

e Determinar la estructura del polimero y el grado de conversion de

mondémero polimero, por medio de un analisis de *H RMN.

¢ Realizar estudios fisicos mediante difraccion de Rayos X, DSC y GPC

14
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VI. ANTECEDENTES

V1.1.-Generalidades

Se entiende por polimeros biodegradables como aquellos que pueden ser
degradados por procesos en los que participan microorgananismos, lo
que ha generado un gran interés, para su desarrollo y produccion
6ptima.’® Los polimeros biodegradables pueden clasificarse basicamente

en cuatro categorias principales:

e Polimeros naturales: como la celulosa, el almidon, y las proteinas.

e Polimeros naturales modificados: como el acetato de celulosa o los
polialcanoatos.

e Materiales compuestos que combinan particulas biodegradables con
polimeros sintéticos.

e Polimeros sintéticos: como los poliésteres, las poliésteramidas y los

poliuretanos, entre otros.

Estos ultimos ofrecen mayores ventajas sobre los naturales, ya que
pueden ser disefiados de acuerdo a las propiedades que sean requeridas.
Ademas, de que sus estructuras pueden ser estimadas o pronosticadas
tedricamente.*® Los polimeros basados en LA pertenecen al grupo de los
poliésteres, el poli-lactido o PLA es obtenido a partir del acido lactico que
se obtiene a partir de la fermentacion de carbohidratos totalmente

renovables.

VI1.2.-L-Lactido: fuente para la creacion de polimeros

biodegradables

El acido lactico, acido 2-hidroxipropanoico, es un compuesto muy versatil
utilizado en la industria quimica, farmacéutica, de alimentos y del plastico.
Fue descubierto en 1780 por el quimico sueco Scheele, quien lo aislo de

leche agria, fue reconocido como producto de fermentacion por Blondeaur

15
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en 1874 y hasta 1881, Littelon inicia la fermentacion a escala industrial. El
acido lactico tiene un carbono asimétrico lo cual da lugar a actividad
Optica. Existen dos isdmeros o6pticos el D(-) lactico y L(+) Lactico, los
cuales son metabolizados por el organismo, ademas existe una forma

racémica constituida por mezclas equimolares de ambas formas.

Existen dos vias para la obtencion de acido lactico, la via quimica o la
biotecnolégica. La produccidon quimica se basa en la reaccion del
acetaldehido con &cido cianhidrico para dar lacto nitrilo, el cual puede ser
hidrolizado a acido lactico; otro tipo de reaccidon se basa en la reaccién a
alta presion de acetaldehido con mondéxido de carbono y agua en
presencia de acido sulfurico como catalizador. La sintesis quimica tiene la
desventaja de que el acido lactico producido es una mezcla racémica de D
y L Opticamente inactivo, por lo que el 90% del acido lactico producido en
el mundo se elabora por métodos biotecnoldégicos. La produccion
biotecnolégica esta basada en la fermentacion de sustratos ricos en
carbohidratos por bacterias u hongos y tiene la ventaja de formar excesos
enaltiomericos, D (-) y L (+) Opticamente activos, esta depende de los

siguientes parametros®’:

e Tipo de microorganismo utilizado para llevar a cabo la fermentacion.

e La inmovilizacion o recirculacion del microorganismo, en el medio de
fermentacion.

e pH

e Temperatura.

e La fuente de carbono.

e La fuente de nitrégeno.

e El modo de fermentaciéon empleado.

e Formacion de subproductos.

En la produccién biotecnologica de acido lactico, los sustratos mas

comunes a utilizar son los siguientes: sacarosa proveniente de cafa y

16
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remolacha de azucarera, lactosa proveniente de lactosuero y dextrosa
procedente de almidon hidrolizado. La sacarosa refinada y glucosa son los
mas utilizados, pero debido a que el azicar puro es de alto coste, se han
venido investigando otros sustratos para disminuir los costes de
produccion. Materiales celulésicos, licores sulfiticos, granos dafados,
sustratos amilaceos disponibles en la forma de desechos agricolas, asi
como porciones comestibles de granos y tubérculos que sirven como

materia prima para su produccion.

La producciéon de acido lactico de estas fuentes renovables requiere de los

siguientes pasos®:

1. Hidrdlisis del sustrato hasta azucares fermentables.

2. Fermentacion de azucares a acido lactico.

3. separacion de biomasa y particulas sodlidas del medio de
fermentacion.

4. Purificaciéon del acido lactico obtenido.

El PLA puede ser preparado por condensacion directa del acido lactico y
por PAA del acido lactido, que es el dimero de forma ciclica del acido
lactico (Fig. 3). Muchos de los trabajos se han enfocado en las PAA,
ademas de que por este método se pueden usar solventes de de alto
punto de ebullicibn para conducir la remocion de agua en el proceso y
obtener altos pesos moleculares. Para obtener compuesto ciclico, el acido
lactico se somete a una condensacion continua que produce prepolimero
de bajo peso molecular, después, el prepolimero es convertido a una
mezcla de estéreo isomeros de lactico por medio de una catalisis para
fomentar la velocidad y selectividad de la reaccion intramoleculares de
ciclizaciéon. La mezcla de lactido fundido es después purificada por

destilacion (Fig. 4).
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Figura 3. Rutas de polimerizacién del PLA
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Figura 4. Esquema de la produccion de polilactido via prepolimero

y lactido
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Cuando el di-lactido es preparado del acido lactido racémico, las tres
formas isoméricas que se forman son, el L-lactido, el D-lactido y el meso-
lactido, estas formas estan dadas por los 2 carbonos quirales (Fig. 4) que
conforman la molécula del acido lactido. Las resinas de PLA que tienen por
arriba del 93% de LA resultan ser semi-cristalinas por lo que resultan ser
las mas demandadas mientras que las formadas entre un 53 y 93% de LA

tienen una estructura amorfa.

El punto de fusion, la tensién mecéanica y la cristalinidad del PLA dependen
de dos caracteristicas del polimero como puedan ser su morfologia y su
peso molecular, la morfologia del polimero esta dada por las formas
isoméricas del acido lactido usado para sintetizarse mientras que el peso
molecular del polimero depende de las condiciones que se utilicen para
sintetizarlo.

Los procesos comerciales utilizan actualmente el LA producido del acido

L-LActico.?

O O O
H3C , o H3C o H3C, . o
O ", O O
CHy CHj CH,
O O O
D-Lactido L-L&ctido Meso-LActido

Figura 5. Formas isoméricas del acido lactido
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V1.3.-Métodos de polimerizacion.

VI1.3.1.-Tipos de polimerizacién, de acuerdo al sistema de reaccion.

Existen cuatro técnicas industriales empleadas para llevar a cabo la
polimerizacion de un mondémero, estas técnicas se basan en el medio de
reaccion y la interaccion del mondmero y polimero en el mismo, estos

métodos se nombran de la siguiente manera:

e Bulk o0 en masa
e Disolucioén.
e Suspension

e Emulsion.

Cada una de las técnicas mencionadas tiene condiciones especificas y dan

origen a polimeros con caracteristicas diferentes.

V1.3.1.1.-La polimerizacion en Bulk

Es una técnica simple, homogénea, en donde solo el monémero y el
iniciador estan presentes en el sistema. Ya sea que la polimerizacion sea
iniciada térmicamente o por radiacion. Por lo que la convierte en una
técnica econdmica, ademas de producir polimeros con un alto grado de
pureza. Esta polimerizacion es altamente exotérmica, por lo que acarrea
dificultadas en el control de la temperatura y de la agitacion del medio de
reaccion, ya que rapidamente adquiere gran viscosidad desde el inicio de
la polimerizacion. La agitacion durante la polimerizacion debe ser vigorosa
para que haya una dispersion del calor de formacion del polimero,
evitandose puntos sobrecalentados, que dan un color amarillento al
producto. Este inconveniente puede ser evitado usandose inicialmente un
prepolimero, (mezcla de polimero y monémero), que es producido a una

temperatura mas baja, con una baja conversiéon y condiciones moderadas.
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e Si el polimero es insoluble en mondmero, la iniciacion, propagacion
y terminacion ocurre en la fase del monémero.
e Si el polimero es soluble en el monémero, la concentracion de

monomero disminuye continuamente y la viscosidad cambia.

VI1.3.1.2.-Polimerizacion en Disolucion.

Ademas del mondmero y del iniciador se emplea un disolvente, formando

un sistema homogéneo, teniendo dos posibilidades:

e El mondmero y el polimero son solubles en el diluyente.

e El mondmero es soluble y el polimero es insoluble en el diluyente.

El disolvente ideal debe ser barato, de bajo punto de ebullicién y de facil
extraccion del polimero. Al final de la polimerizacién, el polimero formado
debe ser soluble o no en el disolvente como ya veiamos anteriormente. Si
es insoluble, se obtiene un lodo, que se separa facilmente del medio de
reaccion, por medio de una simple filtracién. Si el polimero fuese soluble,

se utiliza un anti-solvente para precipitarlo.

La polimerizacion en solucion tiene como ventaja la temperatura
homogénea, es decir se tiene un mejor control, debido a la facil agitacion
del sistema que evita problemas de sobrecalentamiento. Entretanto, el
coste del disolvente y el retraso de la reaccidén son los inconvenientes de

esta técnica.

V1.3.1.3.-Polimerizacién en suspension.

También conocida como polimerizaciéon en perlas, por la forma en como
los polimeros son obtenidos, es una polimerizacion heterogénea donde el

monomero y el iniciador son insolubles en el medio dispersante, en
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general agua. La fase acuosa es el medio de transferencia de
temperatura. Aqui la polimerizacion ocurre dentro de las particulas en
suspension, donde se encuentra el monémero y el iniciador. La agitacion
del sistema es un factor muy importante en esta técnica, pues segun la

velocidad de agitacion empleada, varia el tamafio de las particulas.

El mecanismo dentro de las particulas de mondmero es muy parecido al
mecanismo de la polimerizaciéon en bulk, pero velocidades de reaccion
mas rapidas pueden ser toleradas sin fundir el monémero. *#'*° Aunque se
conoce bien el mecanismo por el cual actua el sistema, en los casos
cuando se usa como disolvente el scCO,. ocurre un fenédmeno distinto, al
que algunos autores lo denominan de tipo emulsién (emulsion- like) tal es
el caso de Hile-Pisko y Stassin-Jérome, mientras que otros como Bratton y

Howdle utilizan la denominacién establecida.®

V1.3.1.4.-Polimerizacion por emulsion.

La polimerizacion por emulsiéon es una polimerizacion heterogénea en

medio liquido, que requiere de los siguientes ingredientes:

1) Un iniciador soluble en agua.
2) Un emulsificante.

3) Un mondémero poco soluble en agua.

El emulsificante tiene como propdésito formar micelas, donde el monémero
queda contenido. Algunas micelas son activas, o0 sea, la reaccion de
polimerizacion se procesa dentro de ellas, mientras que otras que son
inactivas (gotas de mondémero), constituyen una fuente de mondémero. A
medida que la reaccion ocurre, las micelas inactivas suplen a las activas
con monémero, que crecen hasta formar gotas de polimero, originando
posteriormente el polimero sélido. La figura 6 representa el esquema de

un sistema de polimerizacién en emulsién
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Figura 6. Representacibn esquematica de un sistema de

polimerizacion en emulsion.

La polimerizacibn en emulsién tiene una alta velocidad de reaccion y
conversion, siendo de féacil control de agitacion y temperatura. Los
polimeros obtenidos con esta técnica presentan altos pesos moleculares,
mas su purificacion es dificil, por la cantidad de aditivos agregados. Sin
embargo esta técnica tiene gran importancia industrial y es muy empleada

en poli adiciones.>®

Las dos diferencias entre las polimerizaciones en emulsion y suspension

son:
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¢ Una polimerizacidon por suspension es un proceso mecanico, y el uso

de un estabilizante para formar las particulas no es necesario.

e La polimerizacion por emulsidon es un proceso quimico donde se

requiere un surfactante para que el monémero emulsifique.

En la siguiente tabla se hace una comparacion de las caracteristicas de las

polimerizaciones en bulk, solucion, suspension y emulsion.

Tabla 1. Comparacion de los sistemas de polimerizacion:®

Tipo

Bulk

Solucioén

Emulsién

Suspension

Ventajas

- Alto grado de pureza

- Requiere equipos sencillos

- Facil control de Ila
temperatura.
- La disolucién polimérica

formada puede ser utilizada

directamente.

- Polimerizacion réapida.

- Obtencion de polimetros con
alto peso molecular.

- Féacil control de la

temperatura.

- Control facil de temperatura.
- Obtencion de polimero en

forma de perlas

Desventajas

- Control de Temperatura dificil
- Distribucion de peso

molecular amplio

- El disolvente causa reduccion
en el peso molecular y en la
velocidad de reaccidn.

- Dificultades en la extraccion

del disolvente.

- Contaminacion del polimero
con agente emulsificantes vy

agua

-Contaminaciéon del polimero
por estabilizadores y agua

- Requiere agitacion continua.
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En la tabla 2, se muestran la diferencia entre los polimeros obtenidos en
solucién y dispersidn que son los sistemas que se tomaron en cuenta para

el estudio.

Tabla 2. Caracteristicas de los polimetros obtenidos en los

sistemas de solucién y suspension.?°

Rasgos Polimero en solucion Polimero en Suspension

Apariencia Claro Opaco

Particulas discretas
Macromoléculas enrolladas y
Caracter consistentes de
estiradas
macromoléculas enrolladas

Peso molecular < 20 000 > 100 000

Tamario de

< 0.01 pm > 0.1um
particula
) ) Alta, dependiente del peso Baja, independientemente del
Viscosidad
molecular peso molecular
Contenido de ) )
Relativamente bajo Alto

solidos

V1.3.2.-Polimerizacion por apertura del anillo (PAA)

Esta sintesis es la mas asistida para la produccion de poliésteres, esta se
basa en al uso de lactonas que permite acceder a poliésteres alifaticos, la
apertura del anillo se da gracias a un catalizador que abre el anillo y
desencadena la reaccion de polimerizacion. Algunos ejemplos de lactonas
que han sido utilizadas para sintetizar polimeros biodegradables por medio
de este sistema son: eg-caprolactona, o6-valerolactona , glicolido, ac.

Lactido (figura 7) etc.?*
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o 0

E-Caprolactona O-Valerolactona

o 0

SHeS

Glicdlido Acido Lactido

Figura 7. Mondmeros utilizados para las sintesis de polimeros por

la apertura del anillo.

Este tipo de sintesis generalmente conlleva el uso de iniciadores
cationicos, anionicos y coordinados o en nuestro caso por via enzimatica.
El PLA actualmente es sintetizado por este sistema utilizando una catalisis

catidnica (figura 8), obteniendo rendimientos y pesos moleculares altos.

O
CH3 HSC O CH3
o ZnCl, /%f[o\ﬁuﬂ )ﬁ]/OH
> HO (¢}
HSCJ\(O (0] CH; ~n O
O

Figura 8.Sintesis via cationica del PLA

El mecanismo de este tipo reacciones (figura 9) consiste en la formacion
de un complejo con zinc abriéndose el anillo y formandose un carbocation
carbonilo, que serd atacado por un oxigeno de heterociclo de otra
molécula de lactido formandose un enlace éster y originando nuevamente

otro carbocation desencadenando asi la reaccion de polimerizacion.??
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Figura 9. Mecanismo sintesis inorganica de PLA

V1.3.2.1 Mecanismo Enzimatico por esterificacion.

Las lipasas en su sitio activo poseen un residuo aminoacido de serina, que
mediante un mecanismo donde interviene una molécula de agua hay una
desprotonacion del grupo OH del residuo del aminoacido formandose un
anion R-O° nucleofilico el cual ataca al carbonilo del anillo del lactido

abriendo el ciclo (figura 10).

Una vez abierto el grupo hidroxilo del acido lactido puede incluir un ataque
nucleofilico al carbonilo de un complejo acil-enzima, formandose el enlace
éster e iniciando la polimerizacion (figura 10). Cabe mencionar que este
es un mecanismo dindmico en cuanto a la accion de agua, para que se
lleve acabo la reaccion de apertura del anillo esta se veria favorecida a
altos contenidos de agua, y también altos contenidos de agua favorecerian
las sucesivas formaciones de hydroxiacidos y regeneracion de la enzima.
Sin embargo, en las sucesivas poli-transesterificaciones, es decir el

crecimiento de la cadena por condensacion se produce moléculas de agua
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y de forma contraria, la acumulacion de moléculas de agua favorece la

reaccion inversa, es decir la hidrdlisis del polimero.

Figura 10. Polimerizacion via enzimatica por esterificacion.

Reportes previos basados e la sintesis enzimatica de poliésteres indican

que bajos contenidos de agua dan grupos o poliésteres de mayor peso

molécular.’

HsC. : A _Enz
0 oSN~ HC 0
O > o
CH, @) H O/K]/ \/‘k OH
HsC |
@) ) 0] CHy

+ H,0
CH, 9)

@) .

O

o HKC "

V1.3.2.2.Polimerizacidon enzimatica y uso de Lipasas.

La polimerizacion enzimatica se ha ganado una importancia considerable
en los udltimos afios como un nuevo método de sintesis de polimeros, ya
que con ayuda de las enzimas podemos obtener materiales poliméricos
dificiles de obtener con los métodos convencionales que son hostiles con

el ambiente, gracias a su especificidad. 2*

Hay dos tipos de polimeros y poliésteres, que se han realizado por

polimerizaciones enzimaticas in vitro. Los poliésteres alifaticos se han

estudiado muy extensamente desde el primer reporte de polimerizacion
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enzimatica de lactonas, por apertura de anillo por Uyama y Kobayashi®*
25

En estos estudios, algunas lipasas fueron usadas para la polimerizacion, la
lipasa B de CA (lipasa extraida de la levadura Candida Antarctica) es
conocida por catalizar la polimerizacion enzimatica de lactonas por
apertura de anillo. La lipasa B de CA es inmovilizada por resinas de macro
poros y comercialmente es conocida con el nombre de novozym 435, ya
que de esta forma se logran obtener muchas ventajas en comparacion
con las enzimas libres como son: la posibilidad de reutilizar la enzima, una
determinacién mas répida de la reaccione, bajos costos y una facil
separaciéon de la enzima de la mezcla de productos y reactivos.'? Los
factores que afectan la actividad de las enzimas inmovilizadas son dos,
sean estos la transferencia de masa y la estabilidad frente a diversas
condiciones de temperatura, pH y fuerza id6nica. Otra lipasa que se ha
reportado con éxito en la sintesis de poliésteres es la lipasa de

Burkholderia cepacia, principalmente no inmovilizada.

La transferencia de masa se basa en la capacidad del sustrato para
difundirse en el solvente que en este caso se trata del scCO, dentro de la
superficie y los poros de la estructura de soporte de la enzima para asi
llevar acabo la catalisis. Dicha difusion se ve influenciada por el tamafio

del poro de la estructura de soporte.

Tratandose de un medio no acuoso, la reaccidnes que se llevan a cabo no
se ven influenciadas por el pH ni por la fuerza idnica, solo por la
temperatura en cuanto a lo que se refiere con la actividad catalitica de la
enzima. Al incrementar la temperatura, la rapidez de la esterificacion se
aumentara, pero si el incremento de temperatura es muy alto se reduce la
rapidez de la reacciéon debido a una desnaturalizacion de la enzima,
proceso que en ocasiones es irreversible. El rango 6ptimo de actividad de

de las lipasas en general esta aproximadamente en el rango de entre 30 y
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70 ©C. Las lipasas inmovilizadas resultan ser mas resistentes a la

desactivacion térmica que las lipasas libres.

Estudios llevados acabo para observar la actividad enzimatica a diferentes
temperaturas de la lipasa B obtenida de C. antarctica demostraron que
esta enzima es capaz de llevar a cabo una esterificacion entre el
octadecanol y el esterato de palmitilo a temperaturas de hasta 130 °©C
por un largo periodo de tiempo con un maximo en la actividad catalitica a

65 °C 25,

En el caso de la Novozym 435 para la sintesis de PLA en un medio libre de
disolvente se demostré6 que esta enzima aun posee actividad a una

temperatura de 100 °C. *?

V1.4. Efecto de la actividad acuosa (aw) en la esterificacion

enzimatica

La actividad acuosa es un parametro usado para los alimentos, que esta
estrechamente ligado a su humedad, es por esa razén que lo usamos para
determinar de alguna forma la humedad disponible en el medio de
reaccion. La actividad acuosa se define como la relacién que existe entre
la presion de vapor de un alimento dado en relacién con la presion de
vapor del agua pura a la misma temperatura. Se denomina por regla

general como ay,.

Una definicion mas formal de la actividad acuosa, representada por ay:

aw:p/po

Donde p es la presion de vapor de agua en la substancia o matriz, y po es

la presion de vapor del agua pura.

30


http://es.wikipedia.org/wiki/Presi%C3%B3n_de_vapor

Antecedentes

Relacion entre a,, y Humedad relativa (RH):

RH = a, x100%

La esterificacion catalizada por lipasas en solventes organicos, es una
reaccion donde el agua juega un papel crucial. Una minima concentracion
de agua es necesaria para que la enzima asegure su conformacion y
actividad O6ptimas. Pero un exceso de agua desminuye la actividad
catalitica desde el punto de vista cinético y termodinamico. Para que una
lipasa catalice una reaccion de esterificacion es necesario que el medio
contenga poca cantidad de agua, se requieren contenidos de agua por
debajo del 1% para llevar acabo una reaccidon de esterificacion efectiva,
por arriba de este porcentaje la enzima tiende a catalizar la reaccion
inversa, es decir hidroliza los enlaces éster o lacténicos. El nivel 6ptimo de
hidratacion depende de cada enzima, se ha demostrado que para una
lipasa inmovilizada, la liposima, valores de hidratacion del soporte
enzimatico de 8-10/100 (9/9 de soporte enzimatico seco que
corresponde a una a, de 0.5) es el optimo para la esterificacion de acido
oleico por etanol en n-hexano y en dioxido de carbono en estado
supercritico?’. Si sumamos que el agua es un producto de la reaccién de
esterificaciobn y que su acumulaciéon en el solvente causa variaciones
como el progreso de la reaccion, afectando no solo a la actividad

enzimatica, también el equilibrio termodinamico de la reaccién.?’
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VI1.5. Fluidos supercriticos (FSCs) una ruta limpia para la sintesis

de polimeros.

Los Fluidos Supercriticos.

Cuando un fluido se somete a condiciones por encima de su presion y
temperatura criticas, alcanza el estado supercritico. En este estado, la
linea de separacion de fases liquido-gas se interrumpe. Esto implica la
formacion de una sola fase en la que el fluido tiene propiedades
intermedias entre las de un liquido y las de un gas: asi pues, mientras se
mantiene una gran difusividad (propia de los gases), se consigue una

alta densidad y solvatacién (cercana a la de los liquidos).?®

Liquido

Presion

Temperatura Te

Figura 11. Diagrama de fases para un fluido supercritico
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Tabla 3. Valores tipicos para los fluidos supercriticos (FSC)

Propiedad Gas FSC Liquido
Densidad (kg/m?®) 1 100-800 1000
Viscosidad (cP) 0.01 0.05-0.1 0.5-1.0
Difusividad (mm?/s) 1-10 0.01-0.1 0.001

Al igual que los gases, la densidad de los FSC varia enormemente con la
presion y la temperatura, aunque se alcanzan densidades muy cercanas a
las de los liquidos. De esta forma, la propiedad mas caracteristica de los
fluidos supercriticos es el amplio rango de densidades que pueden adoptar
dependiendo de las condiciones de presion y/o temperatura (a diferencia
de los liquidos que son practicamente incompresibles y de los gases que

poseen densidades siempre muy bajas). Figura 12.

d
L
S| N
@ |9
o \
2
| 2N L
| 6687 \Liqufdo
p(9. T1) ol (. T1) Densidad

Figura 12 a). Isotermas que indican coOmo varia su densidad con la
presion de un fluido. YVemos que por encima del punto critico
existe una sola fase, y que para densidades altas (lado derecho) la
curva se mantiene muy plana, lo que implica grandes variaciones

de densidad para pequefios incrementos de presion.
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Figura 12 b) Representacion grafica de la densidad de un fluido. A
través de la linea de transicion liguido-gas el cambio de densidad
es abrupto. Cerca de la temperatura critica, desaparece esa
transicion y se puede variar de forma continua la densidad en

funcion de la presion.

Teniendo en cuenta estas caracteristicas, los FSC se convierten en
disolventes ideales puesto que su enorme difusividad les permite penetrar
perfectamente a través de matrices porosas y su capacidad de solvataciéon
modulable les permite una gran versatilidad y selectividad segun las
condiciones de presion y temperatura a las que se sometan. Sus

aplicaciones principales son:

e Extraccion (especialmente de productos naturales): no deja
residuos, se obtienen extractos de alta pureza y no requiere altas
temperaturas

e Precipitacion: obtencion de cristales con morfologia muy uniforme,
alta pureza y libres de residuos de disolvente

e Medio de reaccion: la existencia de una sola fase permite una

oOptima transferencia de masa y de energia.

Recientemente la busqueda de solventes alternativos a los usados

convencionalmente se ha optado por usar a los fluidos supercriticos ya
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que representan un medio atractivo para llevar a cabo reacciones de
biocatalisis. Muchos beneficios se pueden esperar al usar este medio.?°
Por ejemplo la resistencia de la transferencia de masa entre la mezcla de
reaccion y los sitios activos en las enzimas se ven reducidos si el reactante
esta disuelto en FSC. Adicionalmente la densidad de un FSC es muy
sensible a cambios de temperatura y presion, con esto se alteran otras
propiedades del solvente, como la constante dieléctrica, la solubilidad y el
coeficiente de particion, por lo tanto, es muy posible controlar el ambiente
de la reaccion y también la actividad y especificidad de las enzimas con

solo variaciones de presién y temperatura.*°

Tabla 4. Propiedades criticas de diferentes fluidos. ElI CO, y el H>O

como los mas estudiados

Temperatura Critica Presion Critica Densidad Critica

Fluido [°C] [bar] [kg/m°]
Etleno 93 504 220
Xenoén 16.6 58.4 120
Di6xido de Carbono 31.1 73.8 470
Etano 32.2 48.8 200
Oxido Nitroso 36.5 71.7 450
Propano 96.7 42.5 220
Amoniaco 132.5 112.8 240
I-Propanol 235.2 47.6 270
Metanol 239.5 81.0 270
Agua 374.2 220.5 320
Tolueno 318.6 41.1 290

Ultimamente ha crecido el interés en el desarrollo de scCO, como un
solvente para polimerizaciones por dispersién. scCO, es un solvente
versatil, aceptable ambientalmente y como una ruta viable para disminuir
los residuos de disolventes toxicos, El uso de didéxido de carbono en
estado supercritico (scCO;) ha tenido una atraccion particular por las

siguientes razones>':
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e CO2 no es toxico, no inflamable, quimicamente inerte y econémico.

e Las condiciones supercriticas son féaciles de obtener: T, (CO;) = 31.1
OC; P: (CO2y = 73.8 bar

e El solvente puede removerse con una simple despresurizacion.

e La densidad del solvente puede ser modificada con simples
variaciones de presion.

e Varios polimetros se hacen mas esponjoso y plastificados en la

presencia de CO;

En cuanto al uso de scCO, para la polimerizacion del L-lactido, Stassin y
Jerome*? reportan que la solubilidad del LA en scCO, es de 6.15 w/vol%
de Lactido a 333 ©°K en una presion de 216 bar, para asi formar una
solucion, En sus experimentos se demostro que Ila cinética de la
polimerizacion de LA fue llevada a 343 K y 290-300 bar. La concentracion
de LA fue de 1.39M (20 w/vol%) a 343 K que es la temperatura de fusion
del LA, bajo estas condiciones y basados en diagramas de fase, la
solubilidad que determinaron para el LA era aproximadamente de 0.67M,
lo cual significaba que solo el 48% del LA estaba disuelto en scCO;,
mientras que el exceso formaba las particulas de mondémero fundido, a lo
que Hide y Pishko llamaron una polimerizacion tipo emulsién, mientras
que Bratton y Howdle se refieren a esta como una polimerizacion en

suspension.*?
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VI1.6. Caracterizacion.

VI1.6.1. Determinacion de peso molecular

Uno de los parametros a comparar en este trabajo es la variacién del peso
molecular de acuerdo al medio de reaccion y variables que se modificaron
para la polimerizacion de PLA, que como ya fue revisado, el medio en el
que se lleva a cabo la reaccién y la modificacion de parametros, infieren

en las caracteristicas del producto final.

El método mas utilizado para determinar la distribucion de pesos
moleculares y pesos moleculares promedio es la cromatografia de
permeacion en gel (GPC), también conocida como cromatografia de
exclusion de tamano. El principio de este método se basa en la separacion
de las moléculas de acuerdo a su tamafo molecular en solucion en funcion
del volumen hidrodinamico de las mismas en un cromatégrafo de liquidos
de alta resolucion. Las muestras perfectamente disueltas se inyectan en
una columna, la cual en su interior esta empacada con materiales porosos
de distinto tamafo de poro, segun el rango de dimensiones de las
particulas del material que pase a través de la misma por efecto de una

fase movil (disolvente).

El tamafio de las cadenas del polimero, es el principio por el cual se rige el
sistema, pues al tratarse de cadenas pequefas, estas se alojaran en los
poros del material de empaque, por lo tanto, el tiempo que tarden en
recorrer la columna sera mayor, entonces se trata de una relacion
inversamente proporcional, en la cual mientras mas pequefia sea la
molécula mas tiempo tardara en salir de la columna y en caso de ser
moléculas grandes el tiempo de salida sera menor, es decir las columnas
son selectivas en relaciéon al tamafo y por consecuente al peso molecular.
Mas que por el peso de las moléculas, la separacidon esta precisamente

basada en el volumen hidrodindmico de las moléculas, que es el tamafio
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resultante de las cadenas en solucién, ya que las moléculas del polimero
se encuentran solvatadas por el solvente lo que provoca que las moléculas
pequefas difunden a través de los poros del gel y las mas grandes

difunden deficientemente y salen primero.

La mayoria de las columnas utilizadas en polimeros no acuosos como
empaques de particulas de gel de poliestireno — divinilbenceno
entrecruzado las cuales funcionan para separar polimeros con pesos
moleculares entre 10% y 10’. Acoplado al GPC se requiere un detector para
monitorear continuamente la concentracion de las moléculas de soluto en
el disolvente y permitir asi el analisis de los constituyentes en el
compuesto. Los tipos mas comunes de detectores son el diferencial del
indice de refraccion y el de espectroscopia de ultravioleta-visible o
viscosimetro, y seguido de este se encuentra un integrador para calcular

la curva de distribucion.

El GPC no proporciona valores absolutos de peso molecular, si no valores
relacionados con estandares de polimeros de pesos moleculares conocidos
y polidispersidad muy estrecha, los cuales son analizados bajo las mismas
condiciones (columna solvente y temperatura), para asi realizar una curva
patron donde los datos seran comparados, esta es una de las limitaciones
de este método, ya que solo tiene muy pocos estandares. Los estandares

mas usados son de poliestireno o polimetacrilato.

A partir de entonces los pesos moleculares se realizan los siguientes
calculos para la interpretacion. El peso molecular promedio Mn, se calcula
dividiendo la suma de los valores de los pesos moleculares individuales

por el numero de moléculas que se expresan como:
2M.N,
_ =l
2N,
i=1

Mn
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El peso molecular promedio en peso, Mw, es determinado por medio de
experimentos en los que cada molécula contribuye a la media final de
acuerdo a su tamafo. Este valor es mas sensible al numero de moléculas

pesadas y se expresa como:

2

N:M,
N:M;

S
Il
DM [EDMs

1l
i

La relacibn Mw/Mn es una media de la polidispersidad (PDI) de las
especies poliméricas en la muestra y consecuentemente también se

correlaciona con las prioridades de los polimeros.

VI1.6.2. RMN

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es un
importante meétodo para la caracterizacion de materiales y para
determinar la composicion de los materiales poliméricos. Esta técnica
tiene la peculiaridad de que las sefales que brinda pueden asignarseles a
atomos especificos a lo largo de la cadena del polimero. Dichas sefales
dependen del ambiente magnético de los nucleos activos y de los campos
locales que estos experimentan. Dado que el espectro de RMN es
determinado por fuerzas locales, este método provee informacion Unica e

invaluable para los polimetros a una escala atémica.

La sensibilidad del RMN depende del radio giro magnético y de la
abundancia natural del ndcleo activo. Sin embargo, a pesar de la baja
abundancia de sus isOtopos detectables por RMN. los nucleos como el
carbono, silicio y fosforo son ampliamente estudiados. Los parametros
espectrales de Ila RMN proveen informacion detallada para Ila

caracterizacion de polimeros. Son de importancia primaria la frecuencia (o
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cambio quimico) intensidad, ancho de la linea, constante de acoplamiento

(J) y rapidez de relajacion.

La RMN en solucién para *H y *°C es una de las herramientas mas usadas
para la caracterizacion de materiales. La importancia de este método es
debido a la extrema sensibilidad de las sefiales de RMN con pequefios
cambios en la estructura quimica de los polimeros, tal como aquellos que
surgen de la estereoquimica, defectos y otros tipos de microestructura de
polimeros. La resonancia magnética nuclear de proton 1H-RMN nos dara la
informacién de la estructura del polimero con base a los hidrégenos que
lo componen. Por medio de este método sabremos la capacidad de
transformacion de mondmero a polimero. La presencia del LA en el
polimero se pude observar mediante la sefial cuadruplete a 5 ppm
correspondiente al hidrogeno anular y a un doblete a 1.4 ppm

correspondiente a los hidrégenos extranulares en los grupos metilo.

V1.6.3. Cristalografia de difraccion de rayos X.

La cristalografia de rayos X es una técnica que consiste en hacer pasar un
haz de rayos X a través del material que se somete a estudio. El haz se
escinde en varias direcciones debido a la simetria de la agrupacion de
atomos y, por difraccion, da lugar a un patréon de intensidades que puede
interpretarse segun la ubicacién de los atomos en el cristal, aplicando la
ley de Bragg. Sus mayores limitaciones se deben a la necesidad de
trabajar con sistemas cristalinos, por lo que no es aplicable a disoluciones,
a sistemas bioldgicos in vivo, a sistemas amorfos o a gases. Es posible
trabajar con monocristales o con polvo microcristalino, consiguiéndose
diferentes datos en ambos casos. Para la resolucion de los parametros de
la celda unidad puede ser suficiente la difraccion de rayos X en polvo,
mientras que para una elucidacién precisa de las posiciones atOmicas es
conveniente la difraccion de rayos X en monocristal. El fendmeno de

difraccion es debido esencialmente a la relacion de fases entre dos o mas
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ondas. Las diferencias de camino o6ptico conducen a diferencias de fase
que a su vez producen un cambio en la amplitud. Cuando dos ondas estan
completamente desfasadas se anulan entre si, ya sea porque sus vectores
sean cero o porque estos sean igual en magnitud pero en sentido
contrario. Por el contrario, cuando dos ondas estan en fase, la diferencia
de sus caminos Opticos es cero 0 un numero entero de la longitud de
onda. Cuando consideramos la difraccion de rayos X monocromaticos y
paralelos en estructuras ordenadas, existen diferencias de camino o6ptico.
Esto sucede por dispersion y no por alguna interaccion entre los rayos x y
los atomos de las estructuras. La difraccibn de rayos x es descrita

completamente por la Ley de Bragg.

La difraccion de rayos x ocurre so6lo cuando la longitud de onda es del
mismo orden que los centros de dispersion. Asi, para estas ondas
electromagnéticas se necesitan rejillas de dispersiéon del orden de A. Sélo
en la naturaleza y, en particular, en las separaciones interatbmicas se

encuentran estas distancias. Lo anterior se deduce de la ley de Bragg.

Se debe cumplir que sen (B) sea menor que uno entonces se tiene que
nA
2d’

= sen(fd) < 1

Donde:
n = entero que denota el orden de fraccién.
A =2ongitud de onda de la radiacion.

0 = espaciamiento entre planos de atomos que provocan refleccion.

Por consiguiente n\ debe ser menor que 2d. Para el primer maximo de

difraccion n=1 y se debe cumplir para que halla difraccién que A < 2d
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V1.6.4. Difraccion de Rayos X en polvo

El cristal a analizar es reducido a polvo de tal manera que forme un
conjunto de pequefos cristales. Si se tuviese un cristal y en él se hiciera
incidir un haz monocromaético, el haz se difractaria a un angulo en
particular. Al hacer girar este cristal de 0° a 360°, el haz formara un cono
cuyo eje coincide con el del haz incidente. El interés de este método en
tomar varios cristales, es formar este cono con las distintas orientaciones

posibles de los diversos cristales

V1.6.5. ANALISIS TERMICOS

La calorimetria diferencia de barrido, es una técnica termo analitica en la
que la diferencia de calor entre la muestra y una referencia es medida
como una funcion de la temperatura. En esta la muestra y la referencia
son mantenidas aproximadamente a la misma temperatura. Generalmente
la temperatura aumenta linealmente en funcion el tiempo, la referencia
debe contar con una capacidad calorifica bien definida en el intervalo de

temperaturas que vaya a tener lugar el barrido

El principio basico subyacente a esta técnica es que, cuando la muestra
experimenta una transformacion fisica tal como una transicion de fase, se
necesitarad que fluya mas (o menos) calor a la muestra que a la referencia
para mantener ambas a la misma temperatura. El que fluya mas o menos
calor a la muestra depende de si el proceso es exotérmico o endotérmico.
Por ejemplo, en tanto que una muestra solida funde a liquida se requerira
que fluya mas calor a la muestra para aumentar su temperatura a la
misma velocidad que la de referencia. Esto se debe a la absorcion de calor
de la muestra en tanto ésta experimenta la transicion de fase endotérmica
desde solido a liquido. Por el contrario, cuando la muestra experimenta
procesos exotérmicos (tales como una cristalizacion) se requiere menos

calor para alcanzar la temperatura de la muestra. Determinando la
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diferencia de flujo calorifico entre la muestra y la referencia, los
calorimetros DSC son capaces de medir la cantidad de calor absorbido o

eliminado durante tales transiciones.
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VII. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio 314 del departamento
de Alimentos y Biotecnologia, Conjunto E de la Facultad de Quimica
(UNAM). Se llevo a cabo el estudio de las cinéticas de reaccion para la
sintesis de PLA en CO; en estado supercritico, en los medios de reaccion:

emulsion y disolucion.

VIIl.1. Materiales y Equipos Utilizados.

e Balanza analitica. Balanza OHAUS Analytic Plus.

e Reactores imitacion Parr de 100 y 40 ml, con orificios para
termopares y equipado con barometros para verificar la presion.

e Bomba de inyeccion de alta presion (ISCO corp. modelo 100X).

e Chaqueta de calentamiento conectados una caja reguladora y
verificadora de temperatura.

e Higréometro Rotronic Instrument Corp.Aw Quick

e Bomba de vacio, para solventes organicos

e Bomba de vacio.

VI1.2. Reactivos Utilizados.

e (L,L) Lactido (3S, (cis)-3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-diona, (99%
Sigma Aldrich), purificado por médio de recristalizacion en metanol.

e Lipasa B de Candida antarctica inmovilizada, Novozym 435,
(Novozymes México SA de CV)

e Dioxido de Carbono grado analitico 3 ppm de agua, Praxair

e Hexano grado industrial

e Metanol grado industrial

e Cloroformo grado industrial

e Dimetilsulfoxido (DMSO), extra puro grado cromatografico

e Acetato de etilo.
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VI1.3. Procedimiento

VI1.3.1. Estudio de la cinética de la polimerizacion enzimatica del

L-Lactido en scCO, en medio de baja humedad aw<0.16.

Con base a estudios previos la cinética se evaluo en un transcurso de 7

dias, para cada uno de los sistemas a evaluar.

Para establecer las condiciones de cada sistema fue necesario el uso de
reactores de acero inoxidable capaces de resistir 300 bares de presion y a

65 °C, condiciones a las cuales se trabajo.

A B
Imagen I. Inyectores de CO; de alta presion (A). Cajas

controladoras de temperatura (B)

Se trabajaron dos condiciones inicialmente y se utilizaron distintas
concentraciones de LA, 20 % p/v, con el que se logro un sistema tipo
emulsion y 9.6 % p/v en el cual el mondmero esta totalmente disuelto en
el medio de CO,. La cantidad de enzima utilizada para ambas reacciones
corresponde al 10 % pnovo/pPLa. Para estos ensayos tanto la enzima como
el LA se secaron al vacio para tener una humedad correspondiente a una
ay < 0.16. Ya limpio el reactor y con el monémero y la enzima secos, se

inyectd el CO, a alta presiébn con ayuda de una bomba se ajustd la
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temperatura con un regulador y se inici6 a la reaccion con agitacion

continua.

Imagen Il. Reactor de acero inoxidable montado en la parrilla de
agitacion con la chaqueta de calentamiento, bajo condiciones de

trabajo

VI1.3.1.1. Recuperacion y Purificacion del polimero.

Al finalizar el tiempo programado para cada reaccion, se suspendio el
calentamiento apagando las cajas controladoras y retirando la chaqueta
de calentamiento la presion del reactor fue disminuida mediante
enfriamiento, primero al colocarlo en un cuarto frié a 5 ©C y luego en un
congelador por una hora o hasta que la presién que marca el barémetro
baje a 50 o presién cercana a la atmosférica. Después de esta operacion,
se libero algo de presion abriendo las llaves del reactor, posteriormente se

aflojaron los tornillos y se desmontoé el equipo.

El LA no reaccionado y enzima se recolectdé del interior del reactor. Para
separar la enzima de la mezcla monémero-polimero, se agrego6 cloroformo
para disolver el LA y se filtro en un tamiz de malla (80 micras), realizando
asi tres lavados de la enzima. El filtrado se vertié en un volumen 1:10 de

hexano grado industrial. Para llevar a cabo la precipitacion de la mezcla
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monomero-polimero, ésta se filtro nuevamente en un equipo Millipore con
membranas de 0.5 um, y posteriormente el producto se secO durante 3
horas en una bomba de vacio. Una muestra de este precipitado seco, se

tomo para su analisis de RMN.

Para retirar el LA del PLA, se disolvio la mezcla en 50 ml de cloroformo en
agitacion, posteriormente la mezcla disuelta se vacié en un volumen 1:10
de metanol, para precipitar el polimero, el cual se filtré una vez mas en el
equipo Millipore y secado en la bomba de vacio. Una muestra se tomo
para RMN, el producto final fue pesado y se calcularon los rendimientos

correspondientes para cada experimento.

El rendimiento para cada experimento se calculé, de acuerdo a la

siguiente relacion:

Mpolimero
Mmonomero

% Rendimiento = x100

Donde:

M mondmero = masa del L-Lactido inicial.

M polimero = masa del PLA obtenido.
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VI11.3.2. Estudio de la cinética de la polimerizacion enzimatica del
L-Lactido en scCO, en emulsion variando: Concentracion de
monomero (p/v) y humedad tanto del mondbmero como de la

enzima.

Después de llevar a cabo el estudio de las cinéticas en los medios de
emulsion y solucion se determind que el medio mas eficaz era el de
emulsion, por lo que se tomoé la decision de evaluar la cinética en ese
medio, modificando variables que tuvieran efecto en los rendimientos de
la misma. Estos parametros fueron la humedad del medio de reaccion y la

concentracioén inicial del monémero.

Para este estudio se empled la reaccion del 20 % p/v del mondmero
respecto al volumen del reactor, mientras que la enzima se siguio
utilizando en las proporciones ya mencionadas (10 % p/p) , por lo que
para este caso se peso 12 gramos de LA.

El procedimiento que se realiz6 fue exactamente el mismo que para los

experimentos pasados.

Para evaluar el efecto de la humedad en el sistema no se realizé un
proceso de secado previo a iniciar la reaccion. El a,, determinado para este
sistema fue de 0.34.

VI11.3.3. Caracterizacion del Polimero.

VI11.3.3.2. Preparacion de las muestras para analisis.

Cada una de las muestras colectadas para el analisis, tanto el precipitado
en hexano como el precipitado en metanol, se secaron en la bomba de

vacio, Una vez secos, se pulverizaron en un mortero y se pesaron 50 mg

de cada una, se guardaron en viales etiquetados con la clave del
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experimento correspondiente para su analisis en la Unidad de Servicios y

Apoyo a la Investigacion (USAI-UNAM).

VI11.3.3.3. Andlisis por 1H RMN del polimero.

El material colectado de la precipitacion con hexano y el polimero, ya
etiquetado y pesado se envido a la USAI-UNAM par su analisis de RMN de

proton.

Las muestras se disolvieron en DMSO (dimetil sulfoxido) deuterado para
su andlisis a una intensidad de 400MHz.

El andlisis de los precipitados en hexano con este método ayudd a
determinar el porcentaje de conversion del monémero a su forma abierta
mediante la integracion de las sefiales a 5.0 ppm, que corresponde al
hidrégeno del metileno en la forma ciclica del monémero y a 5.2 ppm
correspondiente al metileno de la forma abierta.

Los precipitados en metanol se analizaron para obtener la pureza del

polimero.

lo = Integracion de la sefial a 2.5 ppm
I = Integracion de la sefial a 5.2 ppm

%con = porcentaje de conversion del mondémero a forma abierta

VI11.3.3.4. Analisis de rayos X
El polimero ya seco y purificado, se llevé a la USAI para su analisis en

rayos X para obtener el porcentaje de cristalinidad de los polimeros

obtenidos por el método que se califico como el mejor.
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e El polimero ya pulverizado se analizo en un equipo Siemens D-5000,
Ko radiacion de Cu a A = 1.5406 Amstrongs.
e El porcentaje de cristalinidad fue obtenido en cada espectro

integrando el area total de las zonas cristalinas.

La relacion entre las sefales producidas por la parte cristalina y el halo de
dispersion de la fase amorfa, nos dan una determinacion cuantitativa de
cristales de la muestra analizada.

e
Ic+ la

cr

Ic = Intensidad de dispersiéon de la fase cristalina.
la = Intensidad de dispersiéon en la fase amorfa

ac.r = Cristalinidad

VI1.3.3.5. Analisis térmico DSC (Calorimetria diferencial de
barrido)

El polimero seco y purificado se pulverizo, se etiqueto y se llevo a la USAI

para su analisis.

VII1.3.3.6. Determinacion del peso molecular por GPC

(Cromatografia de permeacion en gel).

El polimero seco y purificado (2 mg) se pulverizé y se disolvié en 5 mL de

diclorometano grado HPLC para su determinacion.

Condiciones de GPC: El equipo esta compuesto de dos columnas PLGEL 10
cm MIXED-B 300 x 7.5 mm (VARIAN) montadas sobre una columna en un
termostato a 333.15K con elusion de cloroformo a una velocidad de
ImL/min (333.15K) (AGIENT) y calibrado con estandares de poliestireno
(P). El detector utilizado es un UV-visible (HP).
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VIII. Discusion y Resultados.

VIll.1. Efecto del medio de reaccién: Emulsién vs. Disolucion.

El propésito de este estudio fue evaluar dos sistemas de reaccion en
condiciones secas, es decir con un a, < 0.16, para ver cual de ellos es
mas adecuado para la polimerizacion por apertura de anillo del LA. Se
obtuvieron dos sistemas uno en tipo emulsién y otro en solucion, de
acuerdo con trabajos previos de Stassin y Jerome’, nosotros nos referimos
a un sistema de tipo emulsién al hecho de que en el medio se encuentra
LA no disuelto, en condiciones de sobresaturacion, pero debido a las
condiciones de presiéon y temperatura, esta en estado liquido no miscible
en el CO,; que debido a la agitacion se encuentra disperso en forma de
gotas para este caso al usar 20% pia/Vrieactor €Stamos muy por arriba de
las condiciones normales con las que se alcanza este tipo de sistema
esperando obtener mejores resultados al tener mas mondémero en el
medio. En el caso de disolucibn entendemos que el LA esta
completamente disuelto en el medio con un 6.5 % pa/Vieactor- COMO ya se
mencioné ambas reacciones se llevaron a cabo a una temperatura de 65
©°C y 300 Pa bajo condiciones supercriticas del CO,. El efecto observado

fue el rendimiento obtenido en cada una de las reacciones:

Figura 13. Cinética de polimerizacion de PLA, en los diferentes

medios de emulsion y disolucion.

Emulsion Disolucioén
(20 2% LA/10% (9.6 % LA/10%
Enzima) Enzima)
1 5.7 1.022
2 9.77 1.26
3 11.03 4.976
4 1.64 2.8
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Al observar (Figura 13), el grafico comparativo para ambos sistemas, los
rendimientos para el sistema de emulsibn son mas grandes que los
obtenidos para el sistema en disolucion. Desde el primer dia de reaccion
podemos observar que la pendiente que dibuja la curva del sistema de
tipo emulsibn nos dice que la velocidad de la reaccibn es mayor
alcanzando rendimientos mucho mayores, aun asi guardan cierta similitud
en su comportamiento ya que ambas reacciones obtienen su mejor
rendimiento al tercer dia de reaccidon después del cual ambas presentan
un decaimiento en los rendimientos muy notable. Esto podria deberse a
que en el mecanismo de la reaccibn como ya se ha apuntado con
anterioridad, se desprende agua, la cual ademéas de modificar la accion

enzimatica, hidroliza los enlaces éster del PLA.
De antemano esperdbamos que este sistema revelara mejores

rendimientos en comparacion con el sistema en solucién, partiendo de la

idea que el sistema en emulsion al estar sobresaturado para crear las
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gotas de LA, vuelve mas disponible el monémero a la enzima favoreciendo
el equilibro hacia PLA. Ademas, en este sistema la enzima interactia con
el monémero disuelto como con el que forma las gotas de LA, es decir, la

reaccion se lleva a cabo en ambas fases.

El efecto que tienen ambos sistemas en los pesos moleculares en funcion

del tiempo, se muestran a continuacion:

Mn (g/mol) PDI
) Disolucioén Emulsién Disolucién
Dias Emulsion
(9.6 % (20 %0 (9.6 %
(20 % LA/10%
) LA/10% LA/10% LA/10%
Enzima) ) ) )
Enzima) Enzima) Enzima)
1 - - - -
2 12008 3342 1.12 1.14
3 11182 10991 1.24 1.22
4 8384 8046 1.2 1.43

Si ponemos atencion a la figura 14, se observan para ambos casos
comportamientos distintos, ya que para el sistema de tipo-emulsion el
mayor peso molecular se obtiene al segundo dia de reaccion, para
después bajar gradualmente con el paso de los dias. En cuanto al sistema
en disolucién tenemos un comportamiento creciente, es decir el peso
molecular va incrementando con respecto a los dias. Ahora bien, el
incremento del peso molecular no guarda relacion con los rendimientos
para este sistema, mientras que en el caso de emulsibn podemos
encontrar ciertas similitudes. Por ejemplo, la velocidad de esta reaccion es
mayor, de aqui, que obtengamos en poco tiempo pesos moleculares mas
altos, hasta llegar al rendimiento méaximo, para después decaer en

rendimiento y peso molecular, debido a la posible hidrdlisis antes
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comentada. En contraparte el sistema en disolucion, al ser mas lento, la
enzima podria seguir enlazando las cadenas aun después de su

rendimiento maximo.

En la figura 15, se analiza el indice de polidispersibilidad (PDI), para el
sistema en emulsion. La tendencia va de la mano con el rendimiento y lo
explicado anteriormente. Para el segundo dia tenemos el mayor peso
molecular por parte del sistema y la menor PDI, mientras que para los
dias siguientes la PDI es mayor con sus respectivos pesos moleculares
menores, lo que sugiere la presencia de polimeros de diversos tamafos.
En cuanto al sistema de disolucion el efecto es distinto, ya que el PDI

incrementa con respecto a los dias de reaccion.

A lo anterior podemos decir que mientras mas LA haya la reaccion se lleva
a cabo con mayor rapidez, se obtienen rendimientos mas altos y después
de llegar al punto maximo la cantidad de agua formada es tal que

empieza a romper las cadenas en polimeros y/u oligbmeros.
Después de analizar estos resultados se determindé que el sistema que

ofrece mejores condiciones para llevar a cabo la reaccion de

polimerizacion es el de sistema tipo emulsion.
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Figura 15. Efecto del sistema en la PDI
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VIl1l.2. Efecto de la humedad inicial.

Este estudio se realizo debido a que se presento una variabilidad de la
actividad enzimatica de acuerdo a la humedad en el sistema. Se
acondicion6 un sistema en tipo-emulsiéon donde la enzima y el LA se
encontraran inicialmente con una actividad acuosa (a,) de 0.34 y se
compard con los ensayos anteriores que podemos considerar como un

sistema seco ay < 0.16. Los resultados son los siguientes:

) (20 % LA/10%
(20 % LA/10% Enzima)

Enzima)
Dias Humedad: a,, < 0.16 Dias
Humedad ambiental
seco

a,, 0.34
1 5.7 1 0.39
2 9.77 3 0.33
3 11.03 5 7.55
4 1.64 7 7.28
9 3.8

Para este estudio fue necesario extender los dias para la cinética del
sistema a humedad ambiente hasta observar la tendencia observada en
los experimentos anteriores. Como podemos observar en la figura 16, el
maximo rendimiento para dicha condicién se alcanza hasta el quinto dia
de reaccién para después tener el ya conocido decaimiento de producto. El
resultado de aumentar la humedad en el medio no fue favorable, ya que
la tendencia que siguid la reaccion al incrementar el contenido inicial de
agua en el sistema, fue el de disminuir la velocidad y por consiguiente
obtener el maximo rendimiento dos dias después de obtener el maximo
para su simil en condiciones iniciales secas. Ademas de ser este menor al
presentado para la cinética a a, < 0.16, como ya sabemos el sistema seco
muestra mayor velocidad en la cinética de polimerizacion, por lo que
podemos decir que entre mas agua haya en el medio de reaccion menor

sera el rendimiento y la cinética serd mas lenta.
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Figura 16. Efecto de la humedad inicial en los rendimientos.

Estos resultados confirman que el agua juega un papel importante en el
mecanismo de polimerizacion del LA. Esto pude explicarse debido que los
productos ocurren por resultado de un ataque nucleofilico de la lipasa o
cadenas propagadas sobre el complejo enzima monémero (CEM). Por
ejemplo, esto se ha reportado por Panova et.al.., 2003 para la
polimerizacion de ¢ - CL, donde esterificaciones incompletas de agua en la
reaccion con ¢- CL pueden originar competencia de nucleofilos, residuo

OH del sustrato o H,0O, en atacar al CEM®*.

En cuanto el efecto que tiene sobre los pesos moleculares de acuerdo a la
figura 17, podemos observar que siguen un comportamiento similar
aunque desplazado por los dias, pero si comparamos los rendimientos,
encontramos cierta relacion con los pesos obtenidos, en el caso del PDI

para el sistema a, = 0.34 Después de llegar a su punto maximo esta va
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en aumento (figura 18) aunque no significativamente, De hecho podria

considerarse similar a observado para el sistema con a,, < 0.16.

ay<0.16 a, 0.34
Dias Dias
Mn g/mol PDI Mn g/mol PDI
1 - - 1 - -
2 12008 1.12 3 - -
3 11182 1.24 5 2265 1.18
4 8384 1.2 7 13264 1.24
9 11316 1.33
14000
~
~
~
~

—a—aw < 0.16
—O—aw 0.34

Tiempo (Dias)

Figura 17. Efecto de la humedad inicial en los pesos moleculares
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Figura 18. Efecto de la humedad inicial en la PDI

Con este estudio pudimos darnos cuenta que el mejor sistema para llevar

a cabo la reaccion es aquel que presenta una concentracion de agua inicial

minima detectable, es decir a, < 0.16.
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VI11.3. Efecto de la concentracion inicial de substrato.

El siguiente punto a estudio fue el efecto de la concentracion del
mondémero en la reaccibn manteniendo fija la concentracién inicial de
biocatalizador (10 p/p%). Se resumid a estudiar los cuatro primeros dias
basandonos en los resultados previos, esperando para esta serie de
experimentos que el rendimiento de la reaccidn se acrecentara, ya que al
tener mas mondmero para llevar a cabo la polimerizacion la reaccion se
desplazara favorablemente a la produccion de polilactido. Los resultados

se muestran a continuacion

i 20 % LA/10% 30 % LA/10% 40 % LA/10%
blas Enzima Enzima Enzima

1 5.7 <0.1 0.21

2 9.77 0.19 -

3 11.03 1.09 1.22

4 1.64 0.78 -

5 - - 0.32

Al evaluar los resultados de este estudio, nos dimos cuenta que al
aumentar la concentracion del monémero (Figura 19), los rendimientos
obtenidos son inferiores a los obtenidos por la concentracion de trabajo
inicial de 20 % p/v de LA. Nosotros esperabamos que entre mas sustrato
existiera en el sistema en emulsibn podriamos obtener mayores
rendimientos, por que como ya lo hemos dicho antes, esto inclinaria el
equilibrio hacia el PLA, sin embargo, lo observado fue completamente
opuesto. La relacion en cuanto al dia que se obtiene el mayor rendimiento
sigue siendo la misma, teniendo asi que para el sistema con 30%
pLa/Vreactor €l rendimiento al tercer dia es 90.11 % mas bajo y para 40%
PLa/Vreactor €S 88.94 %, menor al obtenido por el sistema con la mitad de

mondémero.
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Figura 19. Efecto de la concentracidon de LA en la cinética de

polimerizaciéon de PLA, en el medio de emulsion

La baja conversion en soluciones concentradas de mondmero es explicada
por Panova et al., 2003 por la inhibicién de la lipasa por el producto de la
reaccion, cadenas de PCL, y/o difusion insuficiente del monémero hacia el
sitio activo de la enzima. Proporciones altas de mondmero-enzima no
producen cadenas largas de polimero debido a la disminuciéon de la
conversion de monémero y la correspondiente disminucion de

rendimiento. Esto es congruente con lo obtenido para este ensayo.
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VIIl.4. Caracterizacion por RMN 1H: Determinacion del % de

conversion y apertura de anillo.

Al término de los estudios realizados para lograr mejores condiciones de
reaccion y en consecuencia mejores rendimientos, se determiné que las
condiciones Optimas para la polimerizacion de PLA en CO, en estado

supercritico, son las siguientes:

e 20 % p LA/V reactor
e 10 % p/p de biocatalizador con respecto al LA.

e Condiciones iniciales secas a,, < 0.16

Por lo que solo se caracterizaron las muestras correspondientes al estudio

principal de este trabajo comparar los sistemas de emulsion y disolucion.

Los espectros que resultaron del andlisis de 1H RMN para el sistema en
disolucion (figura 20) no muestran continuidad en las sefiales. Ademas
cabe destacar que las seflales caracteristicas para la forma ciclica del LA 'y
su forma abierta estan ligeramente recorridas, siendo estas de 5.1 y 4.9
ppm, respectivamente. Por otro lado en los espectros para el sistema en
emulsion (figura 21), es evidente una continuidad en las sefales lo que
nos indica que en este medio la reaccibn se lleva a cabo mas
uniformemente con respecto a su semejante en el medio en solucién. Se
puede ver que para el espectro del tercer dia, la sefial de 5.1 ppm,

correspondiente al PLA esta mas marcada.
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Figura 20. Espectros 1H RMN de la cinética en el medio de

disolucion

Figura 21. Espectros *H RMN de la cinética en el medio de

emulsion
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Para hacer un analisis mas detallado se verifico la apertura del anillo del

LA determinando el porcentaje de conversion de mondémero a polimero

los resultados se muestran a continuacion.

Disolucion

Emulsion
Dias (9.6LA/10%
) (20 LA/10% Enzima)
Enzima)
1 - 15.24
2 24.69 23.58
3 35.97 24.57
4 42.7 27.8
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N w w
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I I

Conversion (%)
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Figura 22. Comparacion del porcentaje de Conversion de La a PLA

en los diferentes medios de emulsion y disolucion
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Al graficar los porcentajes de conversion de ambos sistemas encontramos
que el sistema de solucién ofrece mas apertura de anillo para el tercer
dia, mientras que en el sistema de emulsion permanece un tanto estatico
este proceso. Aun asi este medio ofrece condiciones mas favorables para
la polimerizacion del PLA, tal vez debido a que al saturar el medio

logramos desplazar el equilibrio a la formacion del PLA.

VI11.5. Caracterizacion térmica del PLA.

De igual forma que para la RMN, las muestras que se analizaron fueron
las correspondientes a los sistemas de tipo emulsion (20 % pia/Vreactor) Y
disolucion (9.6 % pia/Vreactor), @ambas en condiciones iniciales secas. Nos
encontramos que las sefales obtenidas por el analisis fueron muy débiles
y apenas perceptibles, ademas de que, como ya mencionamos, se
presentan distintas temperaturas de fusiéon. También podemos atribuir
este comportamiento a que tal vez en las muestras recolectadas, existan
polimeros mas cortos con puntos de fusién diversos, ya que como

sabemos la T4 esta relacionada con el peso molecular.

En el sistema en disolucion obtenemos valores de T4 superiores a los
expuestos para el sistema de emulsion, solo que para este caso después
del segundo dia dicho valor se mantiene practicamente estable, mientras

que para el sistema en disolucion sigue elevandose.
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Tiempo
% LA Tg °eC Tf oC

(dias)
9.6 1 53.39 153.45 154.27
9.6 2 - 147.73 151.36
9.6 3 55.15
9.6 4 61.46

>3

20 1 36.61
20 2 46.21
20 3 46.53 153.45 154.27
20 4 - 135.95 137.1

Los datos marcados con (-) no se pudieron observar en el
diagrama de DSC, las casillas marcadas con >3 son las muestras

gue tuvieron mas de tres temperaturas de fusion.

70
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—&—Dijsolucion
—O— Emulsién

T (dias)
Figura 23. Comportamiento de la T4 con respecto al tiempo de

reaccion.
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La temperatura de transicion vitrea Ty se ve afectada por distintos
factores, como el caso del peso molecular y la cristalinidad, por lo cual se
realizé una grafica (Figura 24) del peso molecular en funcion a la T4 para

encontrar la existencia de alguna tendencia.

65
—&— Disolucion
=0 Emulsién

60

55
~~ 50 N
O
e
(o)) ] —
45 -

—
— —
—
-—
40 A — - -
—
e
35 1
30 T T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
Mn (g/mol)

Figura 24. Efecto del peso molecular en los Ty.
De acuerdo a la gréfica de la figura 24, no se encuentra relacion entre el

peso molecular y la T4, pues dicho valor no esta relacionando con el

tamano de la cadena polimérica.
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VII1.6. Caracterizacidon por Rayos X en polvo: Determinacion del

porcentaje de cristalinidad del PLA.

Para determinar la cristalinidad del polimero se realiz6 un estudio de
difracciéon de rayos X en polvo a la serie de polimeros obtenidos por el
sistema de tipo emulsion, pues que fueron los experimentos que dieron
mejores resultados. Con este estudio pretendiamos ver la evolucion de la
cristalinidad del polimero obtenido a lo largo de la cinética. En la figura
29, podemos apreciar el efecto del tiempo de reaccion en el porcentaje de

cristalinidad del PLA obtenido.

Cristalinidad (20)

sistema Tipo Emulsion

Dias
(20 % LA/10%
Enzima)
1 21.94
2 21.55
3 71.69
4 60.41

Claramente vemos como la linea punteada de la figura 25, describe la
evolucién de la cristalinidad del polimero conforme avanza el tiempo de
reaccion, hasta llegar a un punto maximo que corresponde de igual forma
al dia en el cual tenemos el mayor rendimiento para este sistema y el
estudio en general. Después de este punto, el PLA empieza a ser mas

amorfo.
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Figura 25. Comparacion del Porcentaje de cristalinidad y el

porcentaje de rendimiento para el sistema de tipo emulsion.

Figura 26. Evolucion de la cristalinidad en la sintesis del polimero.
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IX. CONCLUSIONES.

Se logro llevar a cabo la sintesis enzimatica de PLA, usando como
medio de reaccion el scCO;, (300 bares, 65 °C), bajo las condiciones
establecidas para el estudio las cuales fueron de aw inicias < 0.16,
manejando dos concentraciones 20 % pia/Vieactor Y 9.6 % pia/Vreactor,
siendo la primera de tipo emulsion y la segunda en disolucion,
utilizando como catalizador de la reaccion 10 % pnovo/pLa de la lipasa
inmovilizada de Candida antarctica. Dentro de estos parametros los
mejores resultados se obtuvieron al tercer dia, siendo el sistema de
tipo emulsion el que obtuvo mayor rendimiento (11.03 %), registro
los mayores pesos moleculares y un porcentaje de cristalinidad

superior al de las demas muestras analizadas (71.69%o).

Se observa una evidente relacion, entre la concentracion de
monomero y los rendimientos y pesos moleculares obtenidos, pues
al usar el doble de mondmero para tener el sistema de tipo
emulsiéon, tomando en cuenta el sistema en solucibn como base,
obtenemos mejores rendimientos. Pero si aumentamos un 50 % de

éste la saturacion del medio afecta el rendimiento disminuyéndolo.

Se encontré que al llevar a cabo la reaccibn a condiciones de
humedad iniciales equivalentes a un a, < 0.16, los resultados
fueron mas favorables, ya que al aumentar la humedad inicial de la
reaccion, la velocidad de la reaccion disminuye y desplaza los
mejores rendimientos y pesos moleculares dos dias después de los

obtenidos en condiciones secas.

Después de evaluar los diferentes sistemas de trabajo, se determino
que usando scCO; (300 bares, 65 ©C), 20 % pia/Vrieactor, 10 %

Pnovo/PLa €n condiciones secas se obtienen mejores rendimientos,
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pesos moleculares y porcentajes de cristalinidad, en el menor

tiempo de reaccion.

Teniendo en cuenta que el sistema de tipo emulsion representa
nuestro mejor caso, se encontré por *H RMN que para este sistema
no se logra una total apertura de anillo, lo que explica los
rendimientos relativamente bajos para la sintesis, obteniendo para

el tercer dia el 36 % de apertura.

Los polimeros obtenidos presentan varios grados cristalinos segun
se desprende de los analisis térmicos, lo cuales no mostraron
valores de Ty claros, ademas de presentar varios temperaturas de
fusion. Tampoco se encontro relacion alguna entre los valores de Ty
y los pesos moleculares, pero en cambio se noto una relacion entre

en Ty y los rendimientos obtenidos.

En la caracterizacion por rayos X, encontramos una clara relacion
entre el porcentaje de cristalinidad y los rendimientos obtenidos
para el sistema de tipo emulsién ya que la tendencia que sigue la
grafica de su comportamiento es similar para ambos, y por ende con

los pesos moleculares.

El tener un sistema sobresaturado (20 % pia/Vreactor) €N condiciones
secas, que favorezca el equilibrio de la reaccién hacia la producciéon
de PLA, ademas de que la reaccion se lleve a cabo en dos fases
distintas, promueve la obtencion de mejores rendimientos
encompasion con los sistemas en donde la reaccion se lleva a cabo

solo en una fase. Tal es el caso del medio en solucioén.

El estudio de nuevas variables y sistemas de reaccion basandose en
la quimica verde, para obtener polimeros biodegradables son de

gran importancia, para abrir nuevas puertas a la investigacion y una
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retroalimentacioén para asi optimizar procesos, que se traduzcan en

acciones benéficas para el medio.

X. TRABAJO A FUTURO.

El presente trabajo abrié nuevas ventanas a la investigacion, pues se han

considerado las siguientes alternativas y/o avances:

e Llevar a cabo una polimerizacidon con la incorporacion gradual de LA
al medio.

e Experimentar bajo la posibilidad de poder purificar al PLA usando
CO, comprimido, para asi evitar el uso de solventes organicos y
hacer un proceso mas limpio.

e Llevar a cabo estudios de la estabilidad operacional de la enzima.

e Ver la posibilidad de recuperacion del biocatalizador para su reuso

en nuevas reacciones
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