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RESUMEN

La polimerizacion haciendo uso de herramientas como la catalisis enzimatica con
materias primas de origen natural para producir materiales de mayor biodegradabilidad,
se ha vuelto un tema de investigacion que se esta ampliando debido al gran potencial de
aplicacion, sobre todo en la “Quimica verde”, que es una corriente de la quimica que se
enfoca en realizar reacciones mas limpias y cuyos residuos (si los hay) deterioren lo menos

posible al medio ambiente.

En la actualidad se hace uso de materiales plasticos derivados de hidrocarburos,
provocando el agotamiento de algunos recursos naturales no renovables y mediante
procesos que causan un efecto negativo al ecosistema, debido a ello se han hecho
investigaciones encaminadas a evitar dafar el medio ambiente, en principio por
reutilizacion y ahora llegando a producir materiales plasticos derivados de fuentes

renovables que tienen mayor biodegradabilidad.

En este trabajo de tesis se llevd a cabo un estudio que pretende colaborar con la
investigacion de los procesos dentro de la “Quimica verde” y la obtencidon de materiales
con mayor biodegradabilidad llevando a cabo la sintesis enzimatica de Poli-L-Lactido,
variando las condiciones de concentracion del mondmero, la utilizacién o no de enzima 'y
el tipo de liquido i6nico. El objetivo fue determinar con qué condiciones se obtenian
mejores rendimientos del polimero, partiendo del L-LA, utilizando la enzima lipasa B de
Candida antartica inmovilizada y comparando los Lis: [BMIM][BF4], [BMIM][PF¢], y [BMIM][N

Tf2].

Se analizaron los resultados obtenidos en cada medio de reaccidon empleando
herramientas analiticas como: tH-RMN, difraccién de rayos x en polvos y cromatografia de

permeacion en gel; con lo cual se evidencid que el uso de la enzima favorece la



reaccion aumentando el rendimiento, mejorando la polidispersidad y logrando los mejores
pesos moleculares bajo las condiciones de reaccién a una concentracion de 70% p/p de
L-LA usando el LI [BMIM][PFs] y que la extraccion mediante scCO:2 es una util herramienta
gue debe seguir en estudio para llegar a las condiciones con las cuales se obtienen los

mejores resultados.

Debido al amplio rango de aplicacion, los andlisis realizados para éste trabajo, pueden
tomarse como un antecedente, que permita extender las investigaciones a fin de lograr
mejorar el uso y/o aplicacion de este tipo de reacciones, considerando que se hace uso

de herramientas que pretenden no dafar el medio ambiente.



1. INTRODUCCION

La mayoria de los desechos plasticos no son facimente degradables de manera natural y
su material tarda cientos de afios en degradarse. Debido a esto se llegd a establecer el
reciclado, que consiste basicamente en colectarlos, limpiarlos, seleccionarlos por tipo de
material y fundirlos de nuevo para usarlos como materia prima adicional, alternativa o
sustituta para el moldeado de otros productos. De esta forma la humanidad ha

encontrado una forma adecuada para evitar la contaminacién de productos que por su

composicién, materiales o componentes, no son faciles de desechar de forma

convencional.

Sin embargo, el empleo de petrdleo para fabricar dichos plasticos implica que se agoten
las reservas petroleras, procesos que generan residuos contaminantes y acumulacion de
estos materiales por su baja degradabilidad, con lo cual se afecta parte del medio

ambiente.

Por ello se ha desarrollado un marco de estudio conocido como “Quimica verde” y el de
“Ingenieria Quimica verde”; donde la primera esta orientada al uso de la Quimica para la
prevencion de la contaminacién a nivel molecular y la segunda tiene la mision de
promover las innovaciones de las tecnologias quimicas para reducir o eliminar el uso o

generacion de sustancias toxicas o peligrosas desde la manufactura.

Actualmente se llevan a cabo reacciones controladas para generar polimeros utilizando
materiales de origen natural y renovable que tengan una mayor degradabilidad
empleando enzimas para favorecer las reacciones y aprovechando las ventajas que su

empleo ofrecen en la catalisis.



1.1 ENZIMAS Y POLIMERIZACION

Las enzimas son proteinas que tienen la funcibn de catalizar reacciones quimicas
especificas en los sistemas vivos, acelerando la velocidad de las mismas. Debido a su
papel de moléculas cataliticas se requiere muy poca cantidad de enzima para producir

altos grados de transformacion.

Las enzimas presentan una estructura tridimensional, su acomodo en el espacio es uno de
los factores mas importantes para determinar su reactividad; esta caracteristica da como

resultado que las enzimas sean moléculas muy selectivas.

Las reacciones de polimerizacion son principalmente de dos tipos: de adicién y de
condensacion. Las mas comunes en la industria son las reacciones de adicion, mediante
la conversion de un doble enlace en uno sencillo, donde se involucra la adicién de
monémero en monémero a la cadena en crecimiento. Las polimerizaciones por
condensacion involucran la eliminacién de una pequefia molécula, que puede ser de

agua o de acido clorhidrico, al reaccionar entre monémeros.

1.2 BIOPOLIMEROS

Un biopolimero es una macromolécula formada por unidades de repeticibn que se
encuentran en la naturaleza. Los mas comunes son la celulosa, almidén y quitina. Sin
embargo, otro tipo de biopolimeros son aquellos que se sintetizan a partir de monémeros
de origen natural y tienen en comun con los primeros que también son altamente
biodegradables y biocompatibles. De la gran variedad de biopolimeros de sintesis
conocidos, los poliésteres lineales alifaticos son particularmente atractivos y muy usados,
especialmente los que derivan de acido lactido y de acido glicdlido, asi como de sus co-

polimerost 2. El gran interés en estos poliésteres como materiales biolégicos podria ser



atribuido a su gran biocompatibiidad, biodegradabilidad y sus buenas propiedades

mecanicas3 (como maleabilidad, compresidon, deformacion, dureza, porosidad, etc).

Con los biopolimeros naturales o de origen natural se tiene la opcién de reemplazar los
plasticos producidos a partir de petréleo por los producidos a partir de materias primas
autdctonas de Latinoamérica, como la remolacha y el maiz. Tales reemplazos estan
dados por las caracteristicas relacionadas con las propiedades de barrera, mecanicas y
térmicas de estos polimeros naturales. Algunas aplicaciones especificas, estan destinadas

a la protecciéon de alimentos y otros usos agroindustriales.

1.3 Liquidos Iénicos (LIs)

Se pueden definir como sales cuya temperatura de fusidon esta por debajo de 100°C. La
diferencia de éstos con las sales fundidas, es el amplio intervalo de temperatura (10-

300°C) en el que se presentan liquidos.

Respecto a su composicion quimica, de forma general, se puede decir que estan
compuestos por un catidén organico (tetraalquilamonio, tetraalquilfosfonio, N-alquilpiridina
y N, N’-dialquiimidazolio) y un anidon inorganico poliatbmico (hexafluorofosfato,

tetrafluoroborato, bis{(trifluorometil)sulfonillimida, trifluoroacetato, triflato).4

En los dltimos afos los LI han suscitado un gran interés, tanto en la investigacion cientifica
como entre los mas diversos sectores tecnoldgicos e industriales; los Lis se han convertido
en un elemento clave para los mas diversos campos de la ciencia, entre los que destacan

la “Quimica verde”, la Electroquimica y los Nanomateriales.

Debido a su naturaleza i6nica e hibrida organico-inorganica, son buenos disolventes tanto
para compuestos organicos como inorganicos, incluyendo sales metalicas, presentan una
muy baja presion de vapor por lo que se les considera disolventes no volatiles, no son

flamables y presentan una excelente estabilidad térmica superior a los 450°C en algunos



casos, y un alto calor especifico, elevada conductividad idnica, alta estabilidad quimica.
Esto hace de ellos una alternativa ambientalmente atractiva comparada con los
solventes organicos volatiles convencionales. Una de las principales propiedades de los Lls
es su alta polaridad, debido a la cual, presentan una gran capacidad de solvatacion de
todo tipo de compuestos polares. Ademas se ha demostrado que en los LI humerosas
enzimas tienen actividad, entre ellas las lipasas, aun siendo disolventes relativamente

polares.s

Los casos mas investigados consisten en la utilizacidon de los Lls como disolvente en
procesos de sintesis y las propiedades fisicoquimicas de los Lls dependen tanto de la

naturaleza quimica como del tamafio de los iones que los constituyen.



1. OBJETIVOS

2.1 GENERAL

>»

Llevar a cabo la polimerizacion enzimatica por apertura de anillo del L-Lactido en
diversos LI de diferente viscosidad, usando la lipasa B de Candida antarctica en su

forma inmovilizada.

2.2 PARTICULARES

>»

>»

>»

>»

>»

>»

Evaluar las relaciones de concentracion de L-LA:Ll y tipo de LI en la obtencién del

polimero.

Observar el efecto de los tres LIs con diferente viscosidad y que tienen en comun el

cation 1-butil-3-metilimidazolio al llevar a cabo la sintesis del polimero.

Conocer el efecto del uso del biocatalizador en el rendimiento de obtencién del

polimero.

Proporcionar la distribucion de pesos moleculares de las muestras y los indices de
polidispercidad por medio de cromatografia de liquidos empleando columnas de

exclusion de tamafo.

Caracterizacion de la estructura molecular de los materiales por espectroscopia

de resonancia magnética nuclear de proton.

Evaluar el medio diéxido de carbono supercritico como fluido para purificacion

“verde” de los materiales.



1. ANTECEDENTES

3.1 POLIMERIZACION ENZIMATICA

La polimerizacion enzimatica ha ganado una importancia considerable en los Gltimos
aflos como un nuevo método de sintesis de polimeros, ya que con ayuda de las enzimas
se pueden obtener materiales poliméricos dificiles de lograr con los métodos

convencionales, que ademas son poco favorables para el medio ambiente.6

La accion de las enzimas se caracteriza por la formacion de un complejo entre la enzima
y un primer sustrato, dando lugar a un estado de transicion. Seguidamente el complejo
enzima sustrato puede reaccionar con otro sustrato generandose asi el producto de la

reaccion y liberandose de nuevo la enzima:

E+S1+S82—»ES1+S2—P»P +E

La unidn entre la enzima y el sustrato ocurre a través de interacciones débiles en un sitio
especifico de la enzima denominado “centro activo” que esta constituido por una serie

de residuos de aminoacidos capaces de interaccionar con el sustrato.

Las enzimas actuan naturalmente como catalizadores biolégicos, por o que su accion se
da en medios acuosos y en condiciones muy suaves de presion, temperatura 'y pH (en la

mayoria de los casos).

Como se menciond, las enzimas trabajan en medios acuosos, por lo que necesitan una
pequeiia cantidad de agua para retener su estado conformacional tridimensional activo
y poder interactuar con el sustrato. En los solventes organicos este ambiente acuoso se
reduce a un microambiente que es conformado por el agua retenida por la enzima. La
cantidad necesaria de agua varia significativamente dependiendo del origen de la

enzimay del tipo de reaccion.”.8



Las lipasas son enzimas del tipo hidrolasas que actian sobre el enlace éster de los
acilglicéridos, debido a que su reaccion es reversible pueden efectuar reacciones tanto

de hidrdlisis como de sintesis en funcidn del potencial quimico de las especies presentes.

Ademas de los animales y las plantas, varios microorganismos (naturales o genéticamente

modificados) son capaces de sintetizarlas de forma enddégena o exégena.®

Estas enzimas se utilizan ampliamente en la industria, tienen gran versatiidad y son de las
mas estudiadas y conocidas. Se sabe que las lipasas son estables en solventes organicos
(medios no convencionales), manteniendo una alta actividad catalitica en medios con
bajo contenido de agua y se pueden utlizar como biocatalizadores de diversas
reacciones organicas como la esterificacion, transesterificacion, hidrdlisis, aminolisis,
politransesterificacion o poliesterificacion. Esta catalisis especifica permite la produccion
de policarbonatos y poliésteres por varios modos de polimerizaciéon,1® ya que acepta un
amplio rango de sustratos incluyendo lactonas para producir diversos ésteres. La
polimerizaciéon catalizada por lipasas ha sido una de las aplicaciones mas atractivas en el
campo industrial en los Ultimos tiempos, ya que los poliésteres polimerizados

enzimaticamente se espera sean potencialmente biodegradables.!!

La cepa de la Candida antarctica es capaz de producir dos distintas lipasas

denominadas Ay B. La estructura de la lipasa B de Candida antarctica, se muestra en la

Figura 1. La diferencia entre ambas lipasas esta en que la A es no especifica, es
dependiente del calcio y de alta termoestabilidad; por el contrario, la lipasa B es
independiente del calcio y es menos termoestable.12 Basicamente todas las lipasas tienen
una estructura basica comun, compuesta por una lamina R central formada por mas de 8

hebras B paralelas y unidas entre si por mas de 6 hélices a. La lipasa de Candida

antarctica fraccion B es un biocatalizador eficaz por su amplia especificidad hacia el

sustrato. Ha demostrado gran actividad catalitica para una gran variedad de ésteres,



amidas y tioles en medios no convencionales. Los aminoacidos que componen su centro
activo son una triada catalitica, Serl05-His224-Asp187, comin a todas las serinas
hidrolasas. El residuo nucleofilico de la Ser se localiza en el carbono terminal de la hebra
BS en un pentaopéptido GXSXG altamente protegido, formando una estructura

caracteristica tipo pB-giro- o, llamado “codo nucleofilico”. 13

Figura 1. Lipasa B de Candida antartica.

Generalmente el centro activo de las lipasas no esta disponible para interactuar con el
sustrato, ya que esta recubierto de un bucle que lo hace totalmente inaccesible al
disolvente, por lo cual requiere una “activacion interfacial”, la cual consiste en que
durante el contacto con la interfase liquido/agua, el bucle sigue un reordenamiento
conformacional, descubriendo el centro activo. Con este respecto, la lipasa de Candida
antartica no posee un bucle convencional, sino mas bien una hélice de gran movilidad
gue actiua como tal, y la estructura parece estar en una conformaciéon abierta con el

centro activo accesible.4



3.2 MEDIOS NO CONVENCONALES EN BIOCATALISIS

El medio acuoso se define como el “medio convencional” donde las enzimas desarrollan
su accion naturalmente. Cuando se emplea el término “medios no convencionales” se

hace referencia a medios no acuosos.

Las enzimas presentan a menudo una alta quimio-, regio-, y enantioselectividad que las
convierte en valiosos catalizadores. Ademas, por lo general las reacciones catalizadas por
enzimas normalmente se llevan a cabo en condiciones suaves, como temperatura
ambiente y pH neutro. Las enzimas son capaces de aumentar las velocidades de
reaccion E12 veces, ademas de que se consideran menos peligrosas, no contaminantes y
consumen menos energia que las metodologias quimicas convencionales. Sin embargo,
en este sentido el medio convencional en el que generalmente actiuan las enzimas,
también conlleva ciertas desventajas. La mayoria de los compuestos organicos son
insolubles en agua y en ella pueden tener lugar reacciones colaterales no deseadas
como hidrdlisis, racemizacion, entre otras, el agua es un solvente dificil de eliminar por su
alto punto de ebullicién y calor de vaporizacidon, ademas, puede dar lugar a reacciones

de desactivacion enzimatica irreversible.1s

Se ha comprobado experimentalmente que determinadas lipasas funcionan como
catalizadores en un medio practicamente anhidro y que esta deshidratacion les hace

adquirir nuevas propiedades, aumentando su termoestabilidad y selectividad.16

Hace muchos afios que ha crecido el interés en la utilizacion de disolventes no acuosos en
reacciones biocataliticas, entre los que destacan los disolventes organicos, que desde la
década de los 70's en que se comprobd que altas proporciones de agua/liquido
organico inmiscible eran compatibles con buena actividad de los biocatalizadores. Los

medios organicos presentan la ventaja de permitir el desarrollo de procesos que, ya sea



por factores cinéticos o termodinamicos, son totalmente imposibles de realizar en medios

aCuosos.

La eleccion del disolvente organico adecuado debe hacerse considerando una serie de
factores, dado que en todos los sistemas biocataliticos que contienen un disolvente, la
naturaleza del mismo influye considerablemente sobre la actividad y la estabilidad de las
enzimas. Un factor de gran importancia es su constante dieléctrica, ya que un aumento
en la constante del medio implica un aumento de las interacciones electrostaticas con los
residuos cargados de la enzima, lo que puede conducir a la pérdida de flexibilidad
interna de esta Ultima. Si los cambios en la constante dieléctrica son lo suficientemente
grandes como para modificar el pK de todos los residuos ionizables en la superficie de la
enzima, situados cerca o en el centro activo, la unién y/o la conversion de los sustratos se
puede ver alterada. Finalmente, si este cambio es drastico, se puede llegar a afectar la
estructura tridimensional de la enzima de forma irreversible, provocando su desactivacion.
No todas las enzimas responden de la misma manera al ser suspendidas en medios no
acuosos y este hecho parece estar fuertemente relacionado con la capacidad del medio

para separar las moléculas de agua de la superficie proteica.t¢

A pesar de las ventajas que presenta el medio organico frente al medio acuoso se han
detectado problemas en el momento de recuperar los productos, pues se requieren
operaciones posteriores de purificacion, ademas de los efectos negativos del disolvente
sobre la actividad y estabilidad de las enzimas. Otros inconvenientes son su inflamabilidad
y toxicidad, por lo que deben ser exploradas otras alternativas que permitan su sustitucion

cuando sea posible.

De esta forma, se llega a los Ll y el didéxido de carbono supercritico, los cuales se han

revelado recientemente como prometedores disolventes, compatibles con el medio



ambiente, alternativos a los disolventes organicos convencionales en procesos de catalisis

enzimatica; de ellos se comentara mas adelante.17.18

3.3 INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Con la inmovilizacién de enzimas (Figura 2) se han podido superar algunos inconvenientes,
como la utlizacibn de enzimas bajo condiciones de reaccion diferentes a las
convencionales, la reutilizacidn de las mismas, entre otros; permitiendo que el proceso

biotecnoldgico sea econdmicamente rentable.

La inmovilizacion de enzimas es un proceso en el que se confina o localiza a la enzima en
una region definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles que retienen su
actividad catalitica y que pueden ser reutilizadas repetidamente, es un proceso en el cual
se restringen, completa o parcialmente, los grados de libertad de movimiento de enzimas,

organulos o células, por su unién a un soporte.1°

Dentro de las ventajas del empleo de enzimas inmovilizadas se pueden mencionar; el
aumento de la estabilidad de las enzimas, la posible reutilizacion del derivado (por o que
disminuyen costos del proceso), la posibiidad de disefiar un reactor enzimatico de facil
manejo y control adaptado a la aplicacion de la enzima inmovilizada.2° Este método
también puede presentar algunos inconvenientes como por ejemplo: la alteracion de la
conformaciéon de la enzima respecto de su estado nativo, la gran heterogeneidad del
sistema enzima-soporte donde pueden existir distintas fracciones de proteinas
inmovilizadas con diferente niUmero de uniones al soporte, suele haber una pérdida de
actividad de la enzima durante la movilizaciéon y que el biocatalizador es mas caro que la

enzima nativa. 2!
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Figura 2. Tipos de inmovilizacion de enzimas.
(Fuente: "Sélidos inorganicos para la inmovilizacién de enzimas con
aplicaciones industriales", Profra: Maria Luisa Rojas Cervantes)

En general, los métodos de inmovilizacion se suelen clasificar en dos categorias: Retencion
fisica y union quimica.

En el caso de la inmovilizacién por retencion fisica esta el método de atrapamiento, el
cual consiste en la retencion de la enzima en las cavidades interiores de una matriz sélida
porosa constituida generalmente por prepolimeros fotoentrecruzables o polimeros del tipo
poliacriamida, colageno, alginato, carraginato o resinas de poliuretano. Igualmente se
utiiza el método de inclusibn en membranas, la cual esta dividida en dos etapas:
Microencapsulacion, donde las enzimas estdn rodeadas de membranas semipermeables
que permiten el paso de moléculas de sustrato y producto, pero no de enzima. Y

Reactores de membrana o sistemas que contengan enzimas atrapadas, estos reactores



emplean membranas permeables al producto final, permeables o no al sustrato inicial y

por definicibn impermeables a la enzima.2®

Dentro de los métodos por unidén quimica los que estan basados en la unién a soportes;
son los mas utilizados. La eleccion del soporte y del tipo de enlace resultan determinantes
en el comportamiento posterior del biocatalizador; se debe procurar que la inmovilizacion
incremente la afinidad por el sustrato, disminuya la inhibicion, amplie el intervalo de pH
optimo y reduzca las posibilidades de contaminaciones microbianas, el soporte debe
tener resistencia mecanica adecuada a las condiciones de operacion del reactor y ser
facilmente separable del medio liquido para poder ser reutilizado. Los soportes pueden
clasificarse en inorganicos: naturales (arcillas como bentonita, piedra pémez, silice, entre
otras) o materiales manufacturados (6xidos de metales y vidrio de tamafio de poro
controlado, vidrio no poroso, alimina, ceramicas, gel de silice, etc) y soportes organicos
que se clasifican en polimeros naturales, divididos a su vez en polisacaridos (celulosa,
almidén, dextranos, agar-agar, agarosa, alginatos, quitina, quitosan, etc) y proteinas
fibrosas (colageno, queratina, entre otros); y polimeros sintéticos divididos en poliolefinas
(como poliestireno), polimeros acrilicos (poliacrilatos, poliacrilamidas, polimetacrilatos, etc)
y otros tipos (alcohol polivinilico, poliamidas, etc). Dentro de la unidbn a soportes se puede
hablar de unién covalente a un soporte, basada en la activaciéon de grupos quimicos del
soporte para que reaccionen con nucledfilos de las proteinas. Las ventajas de este
método son que la manipulaciéon de los derivados inmovilizados es sencilla y la carga de
la enzima permanece constante. Los derivados pueden utlizarse en reactores en
continuo, empaquetados, de lecho fluidizado o tanque agitado y hay una mayor
resistencia a la desactivacion por el efecto de la temperatura, de los disolventes
organicos o del pH. Los inconvenientes son la necesidad de conocer la densidad de los
grupos activos por unidad de superficie, pues condiciona el niUmero de uniones enzima-

soporte y su geometria, el proceso de inmovilizacidn puede alterar la estructura del centro



activo, para ello se usa un inhibidor que bloquee el centro activo, finalmente la
inmovilizacion covalente no es aconsejable en enzimas muy sensibles a cambios de pH,

fuerza iénica, etc.

Por otra parte el reticulado, también denominado entrecruzamiento o cross-linking, es una
técnica que consiste en el uso de reactivos bifuncionales que originan uniones
intermoleculares entre las moléculas de la enzima, resultando enzimas con enlaces
intermoleculares irreversibles capaces de resistir condiciones extremas de pH vy

temperatura.2®

Hay algunos efectos de la inmovilizacion que son relevantes, tal como lo es la alteracion
significativa del comportamiento de la enzima por cambios en su estabilidad; 24 la enzima
inmovilizada es un sistema heterogéneo en el cual todos los componentes que intervienen
en el proceso catalitico (pH, sustratos, productos, inhibidores, cofactores, activadores,
etc.) se encuentran en interface, como consecuencia, la actividad se ve afectada por

efectos de tipo difusidn, estérico y del microentorno.

Debido a que las aplicaciones mas importantes de las enzimas inmovilizadas; son
analiticas (biosensores), médicas (tratamientos con enzimas inmovilizadas), e industriales
(en la industria quimica, farmacéutica, alimentaria y de tratamiento de residuos) y
considerando que las enzimas son comunmente usadas en la industria en forma
inmovilizada, se ha estado desarrollando una estrategia llamada ‘Ingenieria
Conformacional’, la cual esta basada en los dramaticos cambios estructurales que las
lipasas sufren durante la catdlisis (activacion interfacial). Esta se basa en el hecho de que
el uso de las diferentes técnicas de inmovilizacién, involucrando diferentes orientaciones,
diferentes niveles de rigidez (unién covalente) o incluso generando un especial micro-
ambiente alrededor de la enzima (adsorcidn idnica), puede producir alteracion del sitio

activo provocando esto una alteracion en las propiedades cataliticas, especialmente en



la selectividad. Por ejemplo la aplicacion de 4 métodos distintos de inmovilizacién sobre
CAL-B parece que da lugar a distinta orientacion, microambiente y rigidez en cada caso

(Figura 3).

Diferentes orientaciones de CAL-B
iInmovilizada

Residuos
hidrofobicos

Adsorcién hidrofobica AR eos

Ser cat Intercambio idnico

amino

termina\

Lipasa de C. anfarctica (fraccion B)
(CAL-B)

Unién covalente unipuntual Unidn covalente multipuntual

Figura 3. Algunos efectos de orientaciones de CAL-B inmovilizada

causados por diferentes métodos de inmovilizacion.
(Fuente: Publicaciones seleccionadas: Palomo, J. M., et al.,2003, Cabrera, Z., et al., 2007)



3.4 SINTESIS DE POLIMERO POR APERTURA DE ANILLO.

La polimerizacibn por apertura de anillo es un tipo de polimerizaciéon en la cual el
mondémero ciclico es convertido en un polimero lineal.

Este tipo de sintesis es muy utilizado en biocatalisis de lactonas siendo catalizada por sales
inorganicas y se lleva a cabo por tres mecanismos distintos: aniénico, catidnico o por

mecanismos de coordinacion insercion.

El mecanismo catidénico se da con la formacién de cationes que son atacados por el
mondémero, desencadenando la reaccion de polimerizacidn; este mecanismo tiene una
cinética que dificulta poder controlarla faciimente y sélo permite la formacion de
polimeros de bajo peso molecular. Por otro lado, la polimerizaciéon por coordinacion-
insercién, es un proceso ligeramente mas complejo y con el cual se obtiene menor

racemizacion y polimeros de mayor peso molecular.t.2

En la Figura 4 se muestra el esquema de reaccion de la polimerizacion del L-LA.
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Figura 4. Esquema de produccion de PLA por apertura de anillo.



3.5 FORMACION DEL L-LA

Los polimeros sintéticos estan siendo gradualmente reemplazados por materiales
biodegradables especificamente de fuentes naturales en algunas aplicaciones, como
puede ser el embalaje y conservacion de alimentos o en biomedicina. Mas que el origen,
la estructura quimica de los biopolimeros es la que determina la biodegradabilidad. El uso
de tales biopolimeros presenta un gran potencial econémico y benéfico en el area de los
empaques, dada la similitud de los materiales naturales con los sintéticos por sus
excelentes propiedades mecanicas, de barrera y transmision de luz. La innovacién en
técnicas de conservacion e integridad estructural de los alimentos, asi como la completa
biodegradacion deben ser adaptadas a los constituyentes de los bio-empaques. Cabe
destacar el hecho de que la mayoria de estos empaques han sido aprobados por la FDA.

En la Figura 5 se muestra la sintesis de poli-L-Llactido a partir de acido lactico.
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Figura 5. Obtencién del PLA.



Los biopolimeros naturales provienen de cuatro grandes fuentes:

a) Origen animal (colageno/ gelatina),
b) Origen marino (de crustaceos y moluscos: quitina/quitosan),
c) Origen agricola (lipidos y grasas e hidrocoloides: proteinas y polisacaridos) y

d) Origen microbiano (acido polilactico (PLA) y polihidroxialcanoatos (PHA))

En la figura 6 se muestra un esquema de los diferentes origenes de los biopolimeros.

[ Polimeros biodegradables ]

Sintéticos

v v v v

[ Naturaleza proteica ] [ Polisacaridos ] Poliortoésteres Polifosfacenos
Policianoatos
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aminoéacidos Poliésteres

glucanos

Colageno Carboxicelulosa
Quitina

Quitosano

v

Polidioxanona
Poliecaprolactona
Poli-alfa-
hidroxiacidos

Poliglicolido

Polilactido

Figura 6. Fuentes de polimeros biodegradables.

El acido polilactido estd formado por la condensacion de dos moléculas de lactico
(Figura 7), es un polimero alifatico muy versatil, termoplastico, biodegradable vy
biocompatible que proviene de recursos renovables tales como el almidon y el azicar,

reemplazando asi el uso de los derivados de petréleo como materia prima.



H o H i .
Dimero L-Lactico
H,C CH,
o)
o)
0
H,C o CHj i .
Dimero D-Lactico
H H
o)
o)
0
H o CH, . o
Dimero meso L, D-Lactico
H,C H
o)
o)

y Mezcla racémica D, L-LActico

Figura 7. Isdbmeros del Lactico

El PLA puede ser preparado por condensacidon directa de &acido lactico o por
polimerizacién por apertura de anillo de los dimeros del lactido. Debido a que la ruta de
condensacion directa presenta problemas de remocion de agua durante las ultimas
etapas de polimerizacion limita la obtencién del polimero pues produce polimeros de

bajo peso molecular. 25

3.5.1 OBTENCION DEL L-LA

El acido lactico es producido por medio de la fermentacidn de carbohidratos usando
microorganismos homolacticos del género Lactobacillus, para lo cual, segin la cepa se
obtienen los isémeros del acido lactico (Figura 7), L o D. De esta manera se producen 1.8
moles de acido lactico por cada mol de glucosa, pero también se pueden usar como
fuentes de carbono la maltosa, dextrinas o sacarosa, las cuales proceden de fuentes

como el maiz, la papa o la cafia.?¢



Durante la etapa final de la fermentacion, se separa el acido lactico por medio de una
reaccion acido-base agregando hidréxido de calcio, para producir lactato de calcio, el
cual es filtrado para retirar la biomasa. Posteriormente se evapora el agua, se recristaliza y
acidifica con acido sulfarico, para obtener el acido lactico y sulfato de calcio que es

filtrado.

Teniendo el &cido lactico, éste se condensa de manera continua en un medio acuoso,
con lo que se obtiene el polimero de bajo peso molecular y que se sometera a reacciones
de ciclizacion intramolecular y finalmente sera purificado mediante una destilacion al

vacio.??

El &cido lactido es el dimero ciclico del acido lactico, se produce por la condensacion
continua del acido lactico acuoso. Con estas reacciones se produce un polimero de bajo
peso molecular, el cual contiene una mezcla de estereoisomeros: L, D y la mezcla

racémica de ambos.27.28

3.6 LIQUIDOS IONICOS

La mayor ventaja de los LI es su presidbn de vapor practicamente nula, ademas presentan

una alta estabilidad quimica y térmica.

Los primeros Lis estaban basados en nitratos de alquilamonio, se prepararon mediante la
adicién de acido nitrico a alquilaminas, con lo que se puede decir que un método simple
para la obtenciéon de los LI es la protonacion de determinados compuestos tales como
aminas y fosfinas, sin embargo este método solo puede ser utilizado para un pequefio

numero de sales, ya que muchas descomponen cuando ocurre su desprotonacion.

Podemos hablar de dos etapas para la obtencién de un LI, la primera es la formacion del

catibn que constitura el liquido i6nico, mediante reacciones de cuaternizacion



(protonaciéon con un acido o por cuaternizacion de una amina o fosfina, con un
haloalcano) y la reacciéon de intercambio i6nico (las que consisten en tratamiento directo
de las sales de haluro con acidos de Lewis y las que se conocen como reacciones de
metatesis anidnica) que generara el producto deseado. La primera etapa solo es
necesaria para algunas sintesis, ya que en general el cation se puede adquirir de forma
comercial a un costo razonable. Las sales de alquilpiridinio han sido sustituidas por las sales

de imidazolio, alquilamonio o pirroles (Figura 8 y 9).30
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Figura 9. Tipos de aniones en Lls.



3.6.1 PROPIEDADES

Como ya se ha mencionado con anterioridad, la posibilidad de modular sus propiedades
fisicas y quimicas variando la naturaleza de los cationes y aniones presentes en sus
estructuras especificas es o que los hace tan peculiares y atractivos, ademas de las

caracteristicas que se mencionan a continuacion:

Baja presion de vapor- la ausencia del fendbmeno de evaporacion hace que sean

facilmente manejables, ademas, hace posible la recuperacion de los productos o

sustratos disueltos en ellos durante los procesos por medio de una destilacion.

Estabilidad térmica- El limite superior de temperatura esta determinado normalmente por

la temperatura de descomposicidn térmica del mismo, que normalmente se encuentra

entre 350 y 400°C en LI que contienen cationes organicos.

Estabilidad gquimica- Los basados en el catiéon 1,3-dialquilimidazolio son compuestos no

inflamables y quimicamente inertes; los basados en cloro-aluminatos son muy sensibles a la
humedad, muchos complejos de metales de transicidon y sustratos organicos no son inertes

a los cloro-aluminatos, pudiendo reaccionar con ellos. 30

Bajo punto de fusibn- En algunos casos puede ser de -100°C. Depende de forma muy

importante del tamafo del liquido iGnico, de su simetria, de su carga y de la distribucion
de la misma, asi, al aumentar el tamafio del anién y del catién disminuye el punto de
fusidn. En relacion a la dependencia del punto de fusién con la carga se puede decir, de
forma general, que la existencia de puentes de hidrégeno y la deslocalizacion de carga

conducen a un aumento del punto de fusion.

Densidad superior a la del agua- varian entre 1.12 g/cm3 y 2.24 g/cm3. Para el caso de los

cationes, la densidad aumenta cuando el tamanio del anidbn se incrementa. Cabe

destacar que esta es la propiedad fisica menos sensible a la variacion de la temperatura.



Viscosidad elevada- En general, los LI tienen una viscosidad mayor que la de los

disolventes moleculares convencionales y esta comprendida entre 10-500cP; siendo que
la del agua a temperatura ambiente es de 0.890cP. La viscosidad presenta una marcada
dependencia con la temperatura y se afecta por la presencia de impurezas que
contenga el liquido i6énico. Para el mismo catién, el cambio del anion afecta de manera
muy importante a la viscosidad; los parametros determinantes de la viscosidad son el
tamafio del anién y la basicidad del mismo, asi, la disminucién en el tamafio del anidn
disminuye las interacciones de Van Der Waals, incrementando la interaccion
electrostatica a través de puentes de hidrégeno. Aunque la influencia del catién en la
viscosidad es menor, se ha observado que un aumento en la longitud de cadena del
sustituyente alquilico del cation imidazolio supone un aumento en los valores de

viscosidad, pudiendo ser ésta disminuida por el uso de cadenas muy ramificadas.

Propiedades electroquimicas- Son buenos disolventes en procesos electroquimicos, por su

estabilidad a la oxidacidn/reduccion, resistiendo un amplio rango de potenciales y

relativamente buena conductividad eléctrica. 29 31

pH variable- Pueden encontrarse LI acidos, neutros o basicos.

Color- Incoloros en estado puro, aungque a veces presentan ciertas tonalidades.

Elevado poder de disolucién- Son considerados como disolventes polares. Su polaridad

suele ser intermedia entre la del agua y la de los disolventes organicos clorados y varia

dependiendo de la naturaleza del liquido i6nico.2®

Solubiidad de gases- Es generalmente buena para gases como Hz, CO y O2. Son

atractivos disolventes para hidrogenaciones cataliticas, carbonilaciones,

hidroformilaciones y oxidaciones aerébicas.



Hidrofilicidad/hidrofobicidad- Todos los LI son higroscopicos, depende en gran medida de

la naturaleza del anién, debido a la fuerte interaccion por puentes de hidrégeno que se

produce entre éste y el agua; el catidon tiene un efecto secundario en esta propiedad.

Toxicidad y biodegradabilidad- La mayoria de los LI investigados son irritantes y tienen una
toxicidad comparable a los disolventes organicos convencionales, sin embargo algunos
estudios han mostrado que es posible el disefio de LI no téxicos mediante la adecuada
seleccion del cation y el anidn, aunque aparentemente la toxicidad esta determinada

fundamentalmente por el cation.3°

Aunque este tipo de liquidos, no son completamente favorables para el medio ambiente,
si se puede afirmar que es notable la reduccion en la generacion de residuos después de
las evaporaciones por la posibilidad de ser reutilizados y también se favorece el ahorro de

energia gracias a la facil recuperacion de estos productos.

3.6.2 LI EN REACCIONES DE BIOCATALISIS

Durante los dltimos 10 afios, el empleo de los LI en las reacciones enzimaticas esta
atrayendo un enorme interés, ya que estan apareciendo como los sustitutos mas
adecuados a los disolventes organicos al no causar problemas de desactivacion

enzimatica y evitar los efectos medioambientales derivados de la alta volatilidad.

Las lipasas, que poseen una importante tolerancia a los medios no acuosos, se muestran
como las candidatas mas proximas y convenientes a ser utilizadas en LI. Las reacciones de
transesterificacion catalizadas por lipasas en LI transcurren con eficacia y de las que mas
se han estudiado son la lipasa B de Candida antartica, termolisina, lipasas de

Pseudomonas cepacia (PCLnativa) y Pseudomonas fluorescens (AK).



3.7 FLUIDOS SUPERCRITICOS

En funcién de las condiciones de presidn y temperatura, la materia puede encontrarse en
tres estados: sélido, liquido o gaseoso; pero desde hace algin tiempo se han introducido

a esta lista dos nuevos estados, el plasma y los fluidos supercriticos.

El plasma se define como un gas ionizado compuesto por electrones, protones y
neutrones libres. Se puede obtener por calentamiento de un gas o sometiendo el mismo a
grandes campos magnéticos. El 99% de la materia del universo se encuentra en dicho

estado (e.g. el Sol).

Si consideramos el fendbmeno de expansidn térmica de un liquido hasta llegar a su
temperatura de ebulliciéon y el proceso de evaporacion, la densidad del liquido disminuira
mientras que la del gas aumentara. Si se continua con el proceso se llega a un punto en el
gue las densidades de ambas fases se hacen iguales y no es posible diferenciar la fase
liguida de la gaseosa, a ese punto se le llama “punto critico”, el cual se caracteriza por
una presion, temperatura y volumen molar criticos (Pc, Tc y Vmc). El punto de corte en un
diagrama de fases, entre las tres lineas, se denomina “punto triple” y representa las
condiciones en las que coexisten las tres fases. El punto critico se situa al final de la linea
de equilibrio liquido-gas, y cuando se superan esas condiciones se le denomina “Fluido

supercritico (FSC)”.

En estado supercritico se puede variar la densidad modificando las condiciones, pues en
esta zona, la densidad aumenta continuamente. En dicho estado, la materia es
compresible y se comporta como un gas, aunque tiene una densidad similar a la de los
liquidos (0.1-1.0 g/cm3). Entonces, el poder disolvente de una sustancia en estado

supercritico, depende directamente de su densidad, ergo de su presion y temperatura.2®



En el caso del CO;, sus parametros criticos son relativamente faciles de alcanzar, son
31.3°C y 72.9 bar. Aunado a esto, su facilidad de transporte, lo convierte en una opcién
notablemente barata y segura, en comparacion con el resto de los FSCs; asi también, se
ha hecho de los mas utiizados en el mundo por su no-toxicidad, y por no generar
residuos. Ofrece muy buenas caracteristicas como disolvente por su baja reactividad, alta
densidad, gran poder de solvatacion, baja viscosidad, alta difusividad y baja tension
superficial. También tiene ciertas desventajas como son: su baja constante dieléctrica
(problemas para disolver sustratos polares), es un acido de Lewis (puede reaccionar con
bases fuertes), es denso, produce bajos pH’s (aprox. 2.85), en presencia de agua forman

H2COsy en presencia de metales nobles puede reducirse a CO.

3.8 SISTEMA BIFASICO LIQUIDO IONICO/DIOXIDO DE CARBONO SC

El éxito de estos sistemas bifasicos estd basado en la alta solubilidad del scCO:2 en el Ll,
gue esta controlada por la presidn y la insolubilidad del monémero en scCO:.z. A diferencia
de los disolventes organicos moleculares; la combinacion de las buenas propiedades por
parte de los LI como disolventes donde llevar a cabo numerosas reacciones y las buenas
cualidades del scCO. como agente de extraccidn, permiten realizar cualquier reaccion
en un liquido iénico y recuperar los productos disueltos en el CO: de una forma sencilla,

rapida y limpia.

Recientemente se ha demostrado la posibilidad de llevar a cabo procesos biocataliticos
en estos sistemas bifasicos, por las caracteristicas mencionadas y mientras que la enzima,

libre o inmovilizada, se pueda separar del liquido idbnico mediante un proceso de filtracion.

También se ha demostrado que en este tipo de sistemas se pueden llevar a cabo

reacciones enzimaticas en condiciones extremas (150°C y 100 bar) con buenas



velocidades de reaccion y altas selectividades, esto puede atribuirse a que el liquido
idnico es capaz de proporcionar el microambiente necesario para la acciéon catalitica de
la enzima y al mismo tiempo actuar como soporte de inmovilizacidon, contribuyendo a

mantener la conformacioén activa de la misma ante el potencial de desnaturalizacion de

condiciones tan extremas. 3!



4. METODOLOGIA

4.1 MATERIALES
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Enzima Lipasa B de Candida antarctica inmovilizada sobre soporte acrilico poroso
Lewatit® (Lanxess): Novozym® 435

Mondémeros: L-lactido ((3S)-cis-3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-diona), 98 % (Aldrich) y
glicdlido 99% (Sigma).

LI: 1-Butil-3-metilimidazolio hexafluoro fosfato ([BMIM][PF6]), 97 % (Aldrich) y 1-butil-3-
metilimidazolio tetrafluoro borato ([BMIM][BF4]), 96 % (Fluka), 1-butil-3-
metilimidazolio bi-trifluorometil, sulfonil imida ([BMIM][NTf2]), 98%.

Metanol, grado industrial (Quimica Barsa).

Cloroformo, grado industrial (Quimica Barsa).

Glicerina grado industrial (Quimica Barsa).

Tanque de bidxido de carbono grado industrial (PRAXAIR, México)

Frascos viales.

Bafio de Glicerina.

Parrila con temperatura y agitacion controlada, IKA RTC basic ETS-D4.

Agitadores magnéticos en forma de cruz.

Balanza analitica, marca Ohaus, modelo AP2105.

Congelador REVCO a -78 °C.

Liofilizador, marca Heto, modelo FD10 CT60e.

Bomba de vacio (diafragma) intermedio Millipore.

Equipo Millipore, con filtro de membrana de 0.22 ym.

Bomba de vacio para solventes, marca Vacuubrand modelo PC3-RZS2.5 con

condensador de volatiles incorporado para hielo seco/acetona.



4.3 EQUIPOS ANALITICOS PARA CARACTERIZACION

>»

>»

>»

>»

>»

Cromatografo de liquidos HP 1050 con autosampler. Equipado con columnas de
permeacion en gel (GPC/SEC) y detector de difraccion de luz evaporativa PL-ELS
1000 (Polymer Laboratories, EEUU). Fase movil de cloroformo grado HPLC y se usaron

estandares de poliestireno de polidispersidad muy estrecha como calibracion.

Equipo de resonancia magnética nuclear (RMN), Varian Unidad Innova (400 MHz).
Este analisis fue realizado por la Unidad de Servicios y Apoyo a la Investigacion (USAI)
en la Facultad de Quimica de la UNAM. Las muestras fueron disueltas en cloroformo

deuterado.

Equipo de difraccion de rayos X, Siemens D-5000, k o radiacion de Cu. Este analisis fue
realizado por la Unidad de Servicios y Apoyo a la Investigacion (USAl). Facultad de

Quimica, UNAM.

Extractora de alta presion de Supercritical Fluid Technologies, Inc., Newark, Del., USA

(SFT-250, SFE/SFR System).

Redmetro de deformacidn controlada ARES-RFS Il (TA Instruments, EUA). Este analisis
fue realizado por el laboratorio 313 Conjunto E, Depto. de Reologia, Facultad de

Quimica, UNAM.



Esquema del procedimiento general

Reaccién de Polimerizacion:

Monoémero: LI, con o sin enzima,
90°C, agitacion, 1, 3, 5, 7 dias.

-

»

»
»

»

»

Purificacién del Polimero:

Disolver en
cloroformo/remover
enzima

Precipitar en metanol
Filtrar

Secar al vacio
Caracterizacion

~

scCO2:

A

4.4 POLIMERIZACION

»

»

»

K »

/Purificacién del Polimero con

Disolver en
cloroformo/Remover
enzima

Muestra al extractor de
cCO2

Secar al vacio
Caracterizacion

~

)

Se prepararon muestras a las cuales se les varid la concentracion del Mondmero:Liquido

idnico, como disolventes, se siguidé una cinética de 1, 3, 5y 7 dias, un ejemplo se explica a

detalle a continuacion. Todas las reacciones se hicieron a 90 °C, debido a que esta es la

temperatura éptima reportada por Chanfreau y col. 32,

» Para las reacciones al 70% p/p L-LA/LI se prepararon 8 viales con muestras, para cada

uno se pesaron 3.5 g de mondmero L-lactido y 0.35g de biocatalizador Novozym® 435,

10% p/p con respecto al monémero (Experimentos sin enzima se realizaron de forma

idéntica pero sin la adicion del biocatalizador). Todas las muestras se taparon con

papel aluminio perforado para permitir la evaporacion posterior del agua. Estos viales

se sometieron a congelacion a -78°C durante dos horas, para posteriormente



»

someterlos a liofilizaciéon durante 2 horas. Concluido este tiempo a cada frasco vial se

le agregaron 5 g del liquido iénico.

Posteriormente, las muestras se colocaron dentro de un bafio de glicerina; dicho bafio
se colocod sobre una placa de calentamiento 90°C y con agitacion magnética
constante, utilizando una mosca en forma de cruz, estas fueron las condiciones a las

que se dejaron seguir las diferentes cinéticas propuestas, de 1, 3,5y 7 dias.

4.5 PURIFICACION DEL POLIMERO OBTENIDO USANDO DISOLVENTES ORGANICOS

>»

>»

>»

Transcurrido el tiempo de reaccidon al contenido del vial se le agregd cloroformo, y se
sometié a agitacidon hasta disolver totalmente, luego, se filtr6 con un tamiz para
remover la enzima (si contenia) y el agitador magnético, a continuacion la enzima fue
lavada y filtrada dos veces con cloroformo a fin de recuperar la mayor cantidad del

polimero remanente.

La soluciéon del polimero en cloroformo fue recristalizada en metanol a 5°C en una
relacion de volumen de 1:15, el polimero recristalizado se filtré en un equipo Millipore
con un tamano de poro de 0.22 ym, para eliminar la mayor cantidad posible de

disolventes,

Finalmente el polimero fue secado con una bomba de alto vacio para eliminar las

trazas de metanol.

Después de la purificacion se calculé el rendimiento de la reaccién, con la siguiente

formula:

% Rendimiento = [(Peso del polimero (g)-Peso del monémero (g) / Peso del monémero (g)] x100

>»

Para las reacciones con una concentracion del 100% mondmero/liquido idbnco, se

siguié el mismo procedimiento, con la misma cinética.



» Paralelamente se realizaron experimentos con el liquido iénico [BMIM][BF4] siguiendo el
mismo procedimiento a 90°C y agitacion constante y controlada durante los periodos

de tiempo establecidos, con y sin enzima.

» También se utiliz6 el liquido i6bnico [BMIM][NTf] a 90°C, montando solamente dos
reacciones, una a la concentracion de 70% y la otra al 100%, ambas con enzima

durante 11 dias y siguiendo el resto del procedimiento que en los casos anteriores.

» Una vez conociendo las condiciones de reaccion mas favorables (70 %, 90°C), éstas se

reprodujeron, para purificar el polimero obtenido, mediante la extraccidon con scCO:x.

» Obteniendo estos resultados, se procedié a la caracterizacidn de las muestras por:

CPG, 1H-RMN y Rayos X.

4.6 PURIFICACION DEL POLIMERO OBTENIDO USANDO scCO:2

Los experimentos de extraccidn supercritica con CO: se realizaron en un extractor de alta
presion SFT-250 SFE/SFR (Supercritical Fluid Technology, Inc., Newark, Del., USA) con un vaso
de extraccion de 0,5 L (Fig 10). La muestra del material contenido en el vial después de la
reaccion fue purificada mediante disolucion en cloroformo, a fin de separar la enzima por
filtracidn, y posterior rotaevaporacion del disolvente clorado, luego de esto se tomo una
pequefia muestra para enviarla a 1H-RNM, el resto del material fue colocado en el vaso
de extraccion dentro de un saco de papel de celulosa ultra poroso. Luego de una purga
de aire inicial, se establecié en el equipo el valor requerido de temperatura (40 °C) y
presion (120 bar). Cuando la temperatura alcanzé el valor deseado, el CO: liquido fue
bombeado hacia el vaso de extraccion mediante una bomba de pistones (Haskel) hasta

el valor requerido de presion. Hecho esto, se abrié la valvula restrictora o control de



caudal, momento a partir del cual se comenzé a tomar el tiempo del experimento que

fue de 4 horas.

En la Figura 10, se muestra el ejemplo de un equipo basico para extraccion con fluidos

supercriticos.

Los residuos extraidos y el extracto que fue recuperado en el vaso colector se paso a
rotaevaporacion para eliminar el disolvente clorado, finalmente se sec6 en la bomba de

vacio para solventes y el material se dispuso para andlisis de H-RMN.

A Gas comprimido D Controlador de caudal
B Camara de extraccion E Camara de expansion
C Horno F Compresor

Figura 10. Esquema de un reactor de extraccion supercritica



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 RENDIMIENTO DE PLLA

Se han llevado a cabo anteriormente en este laboratorio experimentos probando los
liquidos i6nicos 1-Butil-3-metil-imidazolio tetrafluoroborato, 1-Butil-3-metil-imidazolio
hexafluorofosfato, 1,3- hexilmetilimidazolio hexafluorofosfato y 1-Butil-2,3-dimetilimidazolio
hexafluorofosfato, para polimerizar lactido, glicélido, asi como sus co-polimeros; en dichos
experimentos se han probado las concentraciones de reaccion y se llegé a demostrar
que la mejor relacion es utilizando 70 % p/p de L-LA y LI y una relacién del 10% p/p de

biocatalizador (Novozym 435) respecto al sustrato inicial (L-LA)34.

Partiendo de esto, primero se realizaron pruebas con los Lils BMIMBFs y BMIMPFs para
conocer el tiempo de reaccién que permite la formacidon del polimero y al cual se
detendrd la reaccion, asi como para saber con cual de los dos se obtienen mejores

rendimientos.

Tabla 1. Comparacion de rendimientos obtenidos variando los LIs

BMIMBF4 y BMIMPFs a las condiciones de reaccion: 70% p/p L-LA/LI

LI Enzima Tiempo Promedio de
(%) (dias) rendimientos de PLA

obtenidos (%)

BMIMBF, 10 11 25.52
BMIMBF, 0 11 21.62
BMIMPF 10 7 55.40

BMIMPF 0 7 57.07




De la Tabla 1, se puede observar la diferencia de los rendimientos obtenidos, siendo
mayores casi el doble del valor al emplear el liquido idbnico BMIMPFs a pesar de que se
dejoé llevar a cabo la polimerizacion por un periodo de tiempo mayor con el BMIMBF4. Una
posible explicacion es que el LI BMIMBF4 es considerado hidrofilico, de esta forma las
moléculas de agua de la lipasa pueden estar disolviendo parte de éste y
desfavoreciendo de esta manera la actividad catalitica. Sin embargo, el estudio de la
reaccion con este liquido iénico resultdé de interés para evaluar la viscosidad del medio
para reacciones de politransesterificacion aun siendo hidrofilico. También es notable que
la reaccion de polimerizacion se lleva a cabo tanto en presencia como en ausencia de la
enzima y con valores de rendimiento muy cercanos al agregar o no biocatalizador.
Considerando que los rendimientos fueron mayores y en menor tiempo con BMIMPFs se
continuo trabajando con éste. Para tener la cinética completa y complementar el andlisis
se realizaron pruebas con y sin enzima, a 1, 3, 5y 7 dias, para poder observar la evolucion

de la reaccion y posteriormente caracterizarlos. Los resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Efecto con el uso del liquido iénico BMIMPFg con relacion de 70% p/p de L-LA:LI

Tiempo Promedio de los Promedio de los
(dias) Rendimientos obtenidos Rendimientos obtenidos
con enzima (%) sin enzima (%)
1 3.54 2.26
3 25.1 23.21
5 47.91 45.70
7 53.96 57.78

En la Tabla 2 se observa que el uso de la enzima acelera la reacciéon en los primeros dias,

pero al final la formacidn del polimero es mayor sin enzima; también se puede ver que la



variacion del rendimiento obtenido al agregar o no la enzima es muy pequefia; esto

también fue reportado por Chanfreau, S. et al, 2009.

En la Gréafica 1, se puede ver la similitud de los rendimientos empleando o no la enzima y
como hacia el final de la cinética, el rendimiento es ligeramente mayor en la reaccion sin
catalizador. De acuerdo con los estudios realizados por Chanfreau y col. 2009, entre otros
investigadores, el mecanismo no enzimatico puede deberse a trazas de hidroxiacido del
monémero que pueden inducir un mecanismo de polimerizacidn catiénico.32  Sin
embargo el peso molecular del polimero en el caso de las reacciones sin biocatalizador es

menor, como se vera mas adelante.
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Gréfica 1: Efecto en el rendimiento con la adicién o no de enzima
ala concentracion de 70%



Se llevdé a cabo la comparacion al variar la concentracion L-LALLI a 100% p/p
manteniendo la concentracion de enzima del 10% respecto al peso del monémero y bajo

estas condiciones se obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Comparacion de concentracion al 70% y al 100% de L-LA:LI con BMIMPF

(10% Novozym 435)
Tiempo (dias) Rendimiento (70% p/p) Tiempo (dias)  Rendimiento (100% p/p)
1 3.54 1 0
3 25.1 3 32.18
5 47.91 4 48.47

7 53.96

En la Tabla 3, se presentan los rendimientos respecto a la concentracion LI:Mondmero,
resalta que a la concentracion del 100% la reaccion se detuvo a los cuatro dias, cuando
el agitador magnético dej6é de girar debido a la solidificacion del medio que impidid su

movimiento.

Una posible explicacion es que al haber mayor cantidad del monémero disponible hay
mayor actividad y la polimerizacidn se lleva a cabo mas rapidamente en primera
instancia, pero en algin momento de la reaccion, la solidificacion no permite que se
sigan formando las moléculas debido al incremento de la viscosidad del sistema, lo que
afecta en la transferencia de masa, ergo la propagacion de las cadenas crecientes del
polimero, pues también se observa que el valor del rendimiento parece ser mayor

mientras se forma libremente el polimero con una mayor concentracion.
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Gréfica 2: Comparacion de rendimientos variando las
concentraciones entre L-La:Ll.

En la Gréfica 2, se puede ver que se llega mas rapido al maximo de la reaccion cuando la
concentracion fue del 100% (48.47 en promedio), sin embargo al haberse detenido antes
la reaccioén por el impedimento de movimiento libre del agitador, el rendimiento obtenido
con la concentracion al 70% a los 7 dias es mas alto (53.96%). Esto deja una pauta para

adaptar el tamafo del vial e investigar qué pasa si dan las condiciones adecuadas para

gue esta reaccion siga.

Mas adelante al tabular los pesos moleculares obtenidos para ambas condiciones, se

observa que la formacion del polimero se ve afectada negativamente al aumentar la

concentracion al 100%.

Finalmente se prob6 con el LI BMIMNTf,, el cual es de menor viscosidad en comparacion

con los otros dos que han sido analizados en este trabajo de tesis. Este liquido iGnico



también es hidrofébico como el BMIMPFs. Se analizaron dos condiciones de reaccién con
70% y 100% L-LA:LI, manteniendo el 10% p/p de biocatalizador para ambos casos y se

obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 4. Prueba de LI de baja viscosidad BMIMNTHf,

Tiempo Enzima Concentracion Rendimiento
(dias) (%) (%)
11 10% 70% 3.76
11 10% 100% 1.8

Al realizar la prueba utiizando el LI BMIMNTf. se esperaba que la baja viscosidad de éste
permitiera una mejor evolucion de la reaccion; sin embargo, como se observa en la Tabla
4 los resultados muestran que la polimerizacion se obtuvo en muy bajos rendimientos. Se
puede notar que igualmente la mejor concentracion es al 70% L-LA.LIl, pues a pesar del
poco rendimiento obtenido en las reacciones, hay una proporcion de aproximadamente
2:1 entre una y otra. En la Gréafica 3 se muestran las viscosidades de los Lls, donde los
valores mas bajos son del BMIMNTf,, luego del BMIMBF4 y los mas altos son del BMIMPFs,
liguido i6nico con el cual se obtuvieron los mejores resultados en cuanto a la formaciéon

del polimero.
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Gréfica 3. Viscosidad de los LI's

Con la Gréfica 3 se puede inferir que la viscosidad del LI no es un factor determinante en
la reaccion de polimerizacidn que se plantea en este trabajo de tesis, ya que se creia que
la diferencia de las viscosidades podria tener una influencia positiva en la reaccion

afectando la transferencia de masa.

Cabe mostrar las estructuras quimicas de los tres Lis (Figura 11) pues como se menciono en
los antecedentes para el mismo catidn, el cambio del anién afecta de manera muy

importante la viscosidad.
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Figura 11. Estructuras quimicas de los LIs empleados en esta investigacion.

Sin embargo, debido a que la actividad enzimatica en LI depende de la interaccion
enzima-medio y puede ser diferente en cada caso, podemos ver que en la utilizaciéon del
BMIMNTf. no se observa la polimerizacidn no enziméatica observada en BMIMPFs. Esto
puede deberse a que el primero, es mas estable y de menor viscosidad, ademas puede
que las interacciones electrostaticas a través de puentes de hidrégeno formados con el
agua presente en la enzima y la misma estructura del monémero, también tengan alguna

repercusion en la catalisis.

De acuerdo a estos resultados experimentales podria deducirse que en esta
polimerizacidn enzimatica tiene influencia la accion del LI, ya que este tiene la capacidad
de iniciar una polimerizacion de tipo i6nico debido a su estructura de sal organica, mas
gue a trazas de hidroxiacidos del monémero como reporté Chaufreau y col. 2009.32 En la
polimerizacidon de tipo catibnico en medio con LI en concreto no hay evidencias

reportadas en la literatura, pero si se conoce la polimerizacion catidnica del L-LA por Zn2+



activado, cuyo mecanismo se muestra esquematicamente representado en la Figura 12.

Mas evidencias al respecto de la accidn aparentemente no inerte de LI en esta reaccion

podrian ser estudiadas en trabajos posteriores.
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Figura 12. Mecanismo de polimerizacién inorganica



5.2 CARACTERIZACION O PRUEBAS ANALITICAS

Debido a que en algunos casos, los rendimientos obtenidos fueron muy bajos, no se les
pudo realizar las pruebas analiticas correspondientes. Sin embargo se analizaron los casos
en los cuales los rendimientos obtenidos fueron mayores en cuanto a la cantidad de

producto obtenido.

5.2.1 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON (*H-RMN)

Para todas las situaciones analizadas a lo largo de este trabajo, con los diferentes Lls
utilizados: BMIMBF4, BMIMNTf. y BMIMPFg, asi como en los casos con y sin biocatalizador y
variando la concentracion, se puede observar la apertura del anillo del monémero, desde
el primer dia. Esto se hace evidente pues se muestran las sefiales caracteristicas de dicho
fendbmeno (Figura 13), estas son dos sefiales; una sefial es a 5.0 ppm correspondiente al
hidrégeno del metileno de la forma cerrada del L-LA 'y la otra a 5.2 ppm que corresponde

al hidrégeno del metileno de la forma abierta de la molécula.

Desde el tercer dia, que es cuando la cantidad de polimero se pudo analizar, se nota una
mayor proporcion de polimero en forma abierta que cerrada, lo que nos indica que la
apertura del anillo se da enseguida por las condiciones en que se ha evaluado la
reaccion y como ya se menciond parece haber apertura de anillo por la via catiénica por

influencia tanto de la catalisis enzimatica, como del liquido iénico.
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Figura 13. Ejemplo de espectro obtenido por :H-RMN.

5.2.2 DETERMINACION DE LOS PESOS MOLECULARES POR CROMATOGRAFIA DE PERMEACION

EN GEL (GPC)

Con respecto a los pesos moleculares obtenidos mediante el andalisis por GPC se observa
un aumento con respecto al avance de la reaccién en el transcurso del tiempo, en la
Tabla 5 se pone de manifiesto que estos valores son mayores cuando se trabajé a

concentracion de 70% LI:L-LA y agregando enzima.



Tabla 5: Pesos moleculares y PDI’s con BMIMPFg al 100% y 70 % p/p L-LA:LI con y sin enzima.

Tiempo

L-LA:LI (%p/p) (dias) Biocatalizador Mn (g/mol) PDI
70 1 10% 2,800 1.80
70 3 10% 11,876 1.43
70 5 10% 14,969 1.80
70 7 10% 19,552 1.08

70 1 0 - -
70 3 0 1,705 1.10
70 5 0 8,940 1.20
70 7 0 11,887 1.23

100 1 10% - -
100 3 10% 1,762 1.01
100 4 10% 2,729 1.06

A pesar de que los rendimientos obtenidos con la reaccion al 100% fueron mayores, los
pesos moleculares han sido muy bajos, dichos resultados de menor peso molecular del
polimero al trabajar con 100% p/p pueden tener explicacion debido a que al aumentar la
concentracion del monémero implicaria que el medio de reacciéon la formaciéon de

cadenas sea tal que se dan cadenas pequefias en mayor velocidad y originen que el



medio sea mas viscoso, suscitando una menor transferencia de masa, luego menor

propagacion de las cadenas del polimero.

En la Grafica 4 se muestra con mayor claridad la diferencia en los pesos moleculares

comparando las concentraciones del 70% y 100%, asi como al no adicionar biocatalizador

al 70%.
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Gréfica 4: Comparacion del efecto de la concentraciéon y uso de enzima
en los pesos moléculares de las cadenas de PLLA.

Los analisis de GPC arrojan pesos moleculares inferiores en el caso de usar 70 % p/p en
reacciones llevadas a cabo sin la adicion de enzima. Este parametro nos permite evaluar
cualitativamente el efecto de la biocatdlisis en esta reaccion. A fin de evaluar de forma

mas cuantitativa la aportacion enzimatica, me parece interesante plantear trabajo futuro



en este sentido, pues se ha visto que el aumento de la concentracidon de enzima, tiene un

efecto positivo en los rendimientos obtenidos en este tipo de polimerizacion.

Los indices de polidispersidad indican la uniformidad de tamafios moleculares de las
cadenas poliméricas lineales formadas, donde los valores mas cercanos a uno expresan
una mezcla mas homogénea y mientras mas grande este valor, la mezcla es mas
heterogénea. En la Tabla 4, se muestra que los PDIs son mas grandes en los casos de la
concentracion 70% Li:Mondmero ademas de que varian mas sus valores en el tiempo,
aunque a los 7 dias el valor se reduce lo cual indica que la diversidad de tamafios de

cadena decrece o tiende a no ser tan dispersa, tal como se muestra en la Grafica 5.
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Gréfica 5: indices de polidispersidad de los polimeros obtenidos.



Al observar la Grafica 5 parece no haber relacion alguna entre los diferentes PDI, pues la
concentracion de mondémero y la inclusion o no de enzima parece no estar relacionada

con la manera en que se van acoplando las cadenas en el sistema de reaccion.

5.2.3 DIFRACCION DE RAYOS-X EN POLVO

Respecto al andlisis por medio de la difraccidon de Rayos X en los polvos obtenidos, se
pudo constatar que la estructura del polimero formado es semicristalina en cada uno de

los ensayos bajo las condiciones en que se analizaron.

En la Figura 14 se muestra un espectro del material obtenido en los ensayos realizados, a

modo de ejemplo.
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Figura 14. Ejemplo de espectro de Rayos-x.



Un polimero semicristalino es un polimero que contiene dos regiones claramente definidas
en su estado solido. Una de estas regiones es amorfa y la otra es cristalina. En el espectro
se muestran las sefiales de radiacion caracteristicas del polimero con lo cual se percibe
que el area de dispersidon de la fase cristalina se mantuvo constante con el paso de los

dias y en las diferentes condiciones.

Los resultados fueron muy similares tanto con enzima como sin agregarla, haciendo notar
qgue no hay relacién en la cristalinidad con alguno de los parametros analizados pues la
estructura semicristalina del polimero al final es independiente del uso o no de la enzima,

asi como de la variacion de la concentracion.

5.2.4 PURIFICACION DEL POLIMERO USANDO DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO

Una de las premisas de la quimica verde consiste en usar elementos de purificacion de los
materiales post-reaccion lo menos toxicos posible. Muchas reacciones de purificacion de
polimeros emplean disolventes organicos volatiles. En este trabajo se llevd a cabo la
purificacion del polimero utilizando scCO». Con esta prueba se busco probar la eficacia
del scCO: para llevar a cabo la extraccion del polimero sin hacer uso de los disolventes
organicos. Esta reportado que el PLLA es insoluble en scCO: e incluso el monémero L-LA
tiene una solubilidad muy baja,33 sin embargo es sabido que el liquido idbnico BMIMPFs es
muy miscible con el scCO2. Debido a esto se puede pensar en la consecucidon de un

sistema empleando scCO: para purificacion del material sintetizado via extraccion del L.

El mejor caso, sea este la reaccion a 7 dias usando BMIMPFs con 70 % p/p L-LALIl y 10%
biocatalizador, se repitid y una vez finalizada la reaccidon los componentes del vial de
reaccion se trataron como se describe en la seccidon de metodologia. El analisis mediante

1H-RMN se realiz6 con tres muestras diferentes; una muestra de la mezcla antes de la



extraccion, una muestra de la mezcla del medio posterior a la extraccion y la tercera

muestra fue del producto ya extraido.

Los resultados del analisis mediante H-RMN se muestran en la Figura 13, donde del lado
superior izquierdo se encuentra la imagen de la muestra después de llevar a cabo el
proceso de extraccion; en esta imagen se pueden notar las sefiales caracteristicas del LI,
debajo de ésta se presenta la imagen de la muestra antes de realizarle el proceso de
extraccion haciendo uso del diéxido de carbono supercriticos; ahi aun se observa la sefial
caracteristica del monémero. A modo comparativo en esa misma figura del lado derecho
se muestran los espectros de H-RMN del LI, en medio, del L-LA abajo, asi como en la parte
superior derecha la sustancia extraida que corresponde a sefiales que pueden ser del LI

con algo de monémero.
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Figura 15. Espectros de H-RMN de la extraccion con scCO:



Si bien la combinacién de las propiedades de los LI como disolvente y las cualidades del
scCO2 como agente de extraccion puede evitar la utilizacion de disolventes organicos, 30
aqui se demuestra que la remocion completa del LI y quizA compuestos de bajo peso
molecular, como residuos de monémero u oligébmeros, requiere de condiciones mas
enérgicas o sistemas mejorados, pues bajo las condiciones con las cuales se trabaj6 (40°C,
120 bar, 4 h) no fueron suficientemente satisfactorias aunque si se dan pautas para
continuar la investigacion en este respecto, pues en el espectro del extracto, se puede ver

gue si hay remocion de parte de las impurezas y algo de monomero.



CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

Se llevé a cabo la polimerizacidon del L-Lactido, mediante la apertura de anillo y en LI,
utilizando como catalizador la lipasa B de Candida antartica inmovilizada y bajo los
parametros analizados en este trabajo se obtuvieron como las mejores condiciones de
reaccion para llevar a cabo la polimerizacion del acido L-Lactido hacia el polilactido, los
parametros de concentracion de 70% L-LA:Ll, 10% de la lipasa Novozym® 435 y en un
medio disolvente de liquido i6nico BMIMPFs a 90°C, pues se obtuvieron rendimientos mas
uniformes y en menor tiempo a pesar de que este LI es el de mayor viscosidad en
comparacion con el BMIMBFs y el BMIMNTfz, llegando a un rendimiento de 53.96% en 7
dias, con pesos moleculares de 19,000 (g/Mol) y con indices de polidispercidad de 1.08
hacia el momento en que se detuvo la reaccion. Ademas se puso de manifiesto que el
uso del biocatalizador permite obtener pesos moleculares mas altos que sin la inclusion de
éste en la reaccion, aunque mediante los espectros de 1H-RMN se puso de manifiesto
que la apertura del anillo se da aun sin la presencia de la enzima por o que parece estar
ligado con el aporte del medio LI, el cual provoca una polimerizacion de tipo idnico. Asi
mismo, se pudo notar que al aumentar la concentracion al 100 % L-LALI, se afecta
negativamente la reaccioén, pues disminuyen los rendimientos y los pesos moleculares

también se ven afectados.

La reaccibn no necesariamente depende directamente de la disminucidn de la
viscosidad de los LI, pues con el LI menos viscoso (BMIMNTf.), se presento el menor
rendimiento de polimerizacién y con el mas viscoso (BMIMPFes) se mejoran los resultados en

cuanto a rendimientos, pesos moleculares e indices de polidispersidad.

El uso del scCO: para realizar la extraccion del polimero y remocion del LI e impurezas fue

promisorio pues se ha dejado la pauta para modificar y mejorar los parametros para



continuar el estudio de dicho método de extraccidon ya que puede ser exitoso y dentro de

las premisas de la quimica verde.

Como trabajo futuro se propone seguir indagando en esta reaccidon de polimerizacion
enzimatica haciendo énfasis en el efecto de la enzima asi como establecer métodos de
purificaciobn en ausencia de disolventes organicos convencionales y los métodos de

extraccion supercritica.
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