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Resumen

RESUMEN.

La sintesis de poliésteres catalizados por enzimas es una nueva técnica amigable
para el medio ambiente. El presente estudio se llevé a cabo para evaluar las
caracteristicas de los polimeros obtenidos usando diferentes lipasas comerciales,

en diferentes medios de reaccion.

Los parametros que fueron estudiados y que a su vez dieron la pauta para discutir
sus efectos sobre la reacciébn de polimerizacion fueron: el disolvente, la

concentracion de enzima y el tiempo de reaccion.

Las lipasas que se utilizaron para llevar a cabo la sintesis de la policaprolactona
(PCL) fueron la lipasa B de la levadura Candida antarctica inmovilizada en una
resina macroporosa de poliacrilatos Lewattit VP OC 1600 de Lanxes suministradas
por dos compafias C-LECTA de Alemania y Novozymes de Dinamarca, esta
ultima bajo el nombre comercial Novozym-435.

Los medios de reaccion que se emplearon en la polimerizacion en disolucion
fueron tolueno y 1,1,1,2-tetrafluoroetano comprimido en estado liquido.

Las distintas caracteristicas fisicoquimicas de cada disolvente dieron como

resultado polimeros de diferentes pesos moleculares.

La cantidad de CalB(C-LECTA) que obtuvo los mejores rendimientos de la
policaprolactona fue de un 10% de biocatalizador respecto al monémero en 24
horas de reacciobn usando como disolvente tolueno. El uso del 1,1,1,2-
tetrafluoroetano como medio de reaccion para sintetizar la policaprolactona
usando CalB(C-LECTA) como biocatalizador, produjo polimeros de mayor peso

molecular, respecto a los obtenidos con tolueno.

Se encontré que el uso de la Novozym 435 como biocatalizador en la sintesis de
la policaprolactona, dio como resultado un peso molecular y un rendimiento de

20,000 g/mol y 80% respectivamente, a diferencia de los obtenidos con la CalB(C-
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LECTA) que aunque obtuvo un mayor peso molecular de 32,000 g/mol su
rendimiento fue menor (64%).Estos resultados fueron obtenidos con el 10% p/v de

biocatalizador en 24 horas con 1,1,1,2-tetrafluoroetano.

La polimerizacibn en masa de la e-caprolactona, usando como catalizadores las
diferentes lipasas, dio rendimientos bajos, demostrando con esto que el uso de un

disolvente facilita la transferencia de masa y por ende la polimerizacion.

El polimero caracterizado mostro un porcentaje de cristalinidad de 44% y una

temperatura de fusién de 61°C.
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L. INTRODUCCION.

Desde hace mucho tiempo el hombre uso polimeros naturales, como la madera,
las resinas, el caucho, entre otros, ademas aprendio a procesar la lana, la seda, el
algoddén por mencionar algunos. Los polimeros sintéticos han ido sustituyendo a
los polimeros naturales, debido a la facilidad de transformacion, a sus mejores
propiedades mecénicas y a la resistencia frente a sustancias quimicas agresivas.
En la actualidad la investigacion estd encaminada a encontrar polimeros que no
afecten al medio ambiente.

La gran cantidad de plasticos que se genera en el mundo es un problema que
puede ser solucionado si se utilizan polimeros que puedan ser facilmente
reutilizables o biodegradables.

Durante el 2010 entro en vigor la reforma aprobada por la Asamblea Legislativa
del Distrito Federal que incluyd la prohibicion de regalar bolsas de plastico. El
objetivo de la ley de residuos solidos es impulsar una conciencia ambiental que
ayude a disminuir el uso indiscriminado de bolsas de plastico y promover
simultdneamente su reuso, ademas de buscar y desarrollar nuevas técnicas de
biodegradacion.

A lo largo del siglo XX se ha producido un gran incremento en el nimero y
variedad de polimeros, en sus propiedades y aplicaciones, consiguiéndose
desarrollar materiales de gran importancia en la ingenieria.

Como por ejemplo; la policaprolactona (PCL), material biocompatible, estable
térmicamente y viable para formar “blends” o aleaciones con otros polimeros. La
baja viscosidad de la PCL su alta permeabilidad al agua, al oxigeno y al CO;
ademas de que sus propiedades mecéanicas son comparables a las del polietileno
de baja densidad, hacen de la PCL un buen candidato para mejorar las
propiedades mecanicas de otros polimeros biodegradables, actuando como
aditivo.t

El intervalo de degradacion de la PCL es de 2 afos, este tiempo puede ser
disminuido si se forman copolimeros con otros mondémeros, entre los monémeros

destacan los lactidos pero también se hacen copolimeros de bloque de PCL-co-
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PGA (MONOCRYL®), que ofrecen una menor rigidez comparada con el
homopolimero PGA puro.

Existen en el mercado mezclas de PCL con almidén tales como Mater-Bi® que se
usan para producir peliculas, articulos inyectados, productos termoformados. Este
polimero es de uso frecuente como un afiadido para que las resinas mejoren sus
caracteristicas de proceso y sus caracteristicas de uso final (resistencia de
iImpacto).

Las aplicaciones de la PCL son muy amplias, algunas de ellas son en la
produccion de bolsas biodegradables, revestimientos superficiales, adhesivos,
industria automotriz (componentes de la suspension), industria del calzado,
suturas, sistema de liberacion controlada de medicamentos, piezas ortopédicas,
impresiones dentales, entre otros.

La sintesis de la PCL se lleva a cabo por PAA, se trata de una polimerizacién
térmica basada en una reaccion de apertura de anillo que es catalizada por un
compuesto organometdlico. Debido a que algunos catalizadores organometalicos
son altamente toxicos para el ser humano, hacen de la catélisis enzimatica una
alternativa limpia.

El uso de enzimas como catalizadores permite que las reacciones se lleven a cabo
en condiciones suaves de operacién, ademas de que no necesariamente se
necesita la total separacion del polimero.

Los estudios de catalisis enzimatica en su mayoria utilizan disolventes organicos,
una gran desventaja de estos disolventes es que son liquidos inflamables y
volatiles, que afectan el medio ambiente, por ejemplo en el smog fotoquimico. Por
otro lado el uso de fluidos comprimidos, como por ejemplo el R-134a que es
considerado como no toxico ni inflamable, considerado como seguro y aprobado
para uso farmacéutico ofrece una alternativa limpia para llevar a cabo la
polimerizacion de la PCL.

El presente trabajo tuvo como objetivo llevar a cabo la polimerizacion enzimética
de la PCL, usando como biocatalizadores la Novozym 435 y la CalB(C-LECTA) en
diferentes medios de reaccion como el tolueno y R-134a liquido y comparar los

resultados obtenidos con una polimerizacion en masa.
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II. ANTECEDENTES.

ILi. Polimeros.

Los polimeros son macromoléculas construidas mediante la unién de moléculas
mas pequefas unidas por enlaces covalentes. Las moléculas que se combinan
entre si para formar un polimero se denominan mondémeros y las reacciones por

las que se combinan se denominan polimerizaciones.?

Los polimeros pueden clasificarse de acuerdo a su origen en:

» Polimeros naturales: celulosa, seda, proteinas, hule.
* Polimeros semisintéticos: nitrato de celulosa, caucho vulcanizado.

» Polimeros sintéticos: poliestireno, polietileno, nylon.

Las reacciones a través de las cuales se obtienen los polimeros se denominan

reacciones de polimerizacion y se dividen principalmente en dos grupos.

Polimerizaciones de condensacion donde la union de los monémeros requiere de

la formacion de una molécula pequefia, normalmente de agua.

Polimerizaciones de adiciobn son reacciones donde el mondémero presenta un

doble enlace y la unidad estructural es la misma que la del monomero.

ILi.a. Caracteristicas de los polimeros.

Cada polimero tiene una estructura determinada que esta relacionada con sus
propiedades. La composicidon, la arquitectura, el tamafio, la orientacion, la
cristalinidad, entre otros, afectan la flexibilidad, la temperatura de transicion vitrea,

la dureza, la retencién de humedad del polimero, por citar algunas.
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Por ejemplo, el nylon-66 tiene un punto de ebullicion muy alto (265°C), esto es
resultado de una combinacion de fuerzas de enlaces de hidrogeno, fuerzas de
London y de dipolo-dipolo entre las cadenas de poliamidas.®

La estructura de los polimeros puede ser dividida en lineal, ramificada y
entrecruzada.

Un polimero lineal no tiene ramificaciones esta formado por cadenas sencillas que
son flexibles. Un polimero lineal generalmente es clasificado como termopléstico y
es soluble en algunos disolventes. Algunos ejemplos de polimeros lineales son:

polietileno (HDPE), poliestireno, polipropileno, nylon 66 (Fig.1).

H H
Te—dd :
Lok tr—d
H H "
Polietileno Poliestireno

Figura 1. Ejemplos de polimeros lineales.

Un polimero ramificado tiene cadenas laterales extendidas a partir de una cadena
principal, estas ramas son el resultado de las reacciones locales que ocurren
durante las sintesis del polimero (Fig.2).*

Una propiedad importante que se modifica en estos polimeros, con la presencia de

ramificaciones, es la disminucién de la cristalinidad.

Figura 2. Ejemplo de una estructura ramificada.
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Un polimero entrecruzado tiene cadenas lineales adyacentes que se unen
transversalmente en varias posiciones mediante enlaces covalentes. Este
entrecruzamiento se realiza durante la sintesis o por la adecuada selecciéon de
monomeros (Fig.3).*

Estos polimeros son generalmente insolubles ya que el solvente no penetra en el
polimero, ademas son particularmente rigidos debido a que sus cadenas
estructurales no permiten movilidad entre ellas.

Esta capacidad mecanica puede ser modulada en funcién del grado de

entrecruzamiento del polimero.

Figura 3. Representacion de un polimero entrecruzado.

Algunas de las propiedades de los polimeros, como por ejemplo la resistencia
mecanica, la elasticidad de los cauchos, la temperatura de transicion vitrea de
plasticos amorfos o la temperatura de fusion de fibras y materiales semicristalinos,
se deben al alto peso molecular de los mismos.

Se suele utilizar el término peso molecular para determinar el tamafio de la
molécula. Los polimeros estan formados por una mezcla de moléculas que han
alcanzado diferente grado de polimerizacion, y por tanto, diferente peso molecular.
El polimero contiene moléculas que poseen longitudes de cadena muy diferentes;

de modo que siempre se encontrara con una distribuciéon de pesos moleculares
(Fig.4).
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Fraccion en peso, Wi

Peso molecular, Mi

Figura 4. Distribucién de pesos moleculares en un polimero.

Los valores medios mas importantes utilizados para representar el peso molecular

de un polimero son el promedio en nimero, M,, (media aritmética):

_3NM,
n ZN

I

M

Y el promedio en peso M,, (media cuadratica):

_INM;
Y SNM,

A
donde N; representa el nimero de moles de las especies i de peso molecular M;.

La relacion M,/M, se utiliza como medida de la heterogeneidad de la distribucion
del peso molecular de un polimero y se conoce como indice de polidispersidad
(PDI). Si las cadenas poliméricas de una muestra fueran todas de una misma

longitud se podria decir que:

M,=M,=M,

indicando que el polimero es monodisperso.

=

PDI = =~

n

S
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Cuando el valor de PDI es mayor se dice que el polimero es polidisperso.

La estereoquimica de un polimero nos indica el orden de los sustituyentes en la
cadena principal, esto es conocido con el nombre de tacticidad, que permite una
mejor interpretacion de la relacion entre cristalinidad y estructura del polimero. Hay
diferentes tipos de orden; si todos los grupos R estan situados en el mismo lado
de la cadena, es una configuracion isotactica, si los grupos R alternan las
posiciones en la cadena, es sindiotactica, finalmente si los grupos R en la cadena

son aleatorias se denomina atactica (Fig.5).

H H H H H H H H H R H H H R
N N
¢c—«¢——-C¢——(C—C—fC¢——~C¢—  —¢—~Cc—C—C—C—C—C—
[ 1 1 © 1 | 0 T 7 T T 1
R H R H R H R R H H H R H H
a) b)
T
T
R H R H H H R
c)

Figura 5. a) isotactica, b) sindiotactica, c) atactica.

El tipo de configuracién también condiciona el comportamiento del material. Por
ejemplo, el polipropileno isotactico es un polimero semicristalino comercial que se
utiliza como pléstico y como fibra. El polipropileno atactico es amorfo, tipo cera, sin
consistencia para su uso como material plastico. Estos ejemplos dejan ver una vez

mas la influencia de la estructura del polimero sobre sus propiedades.

Esto da una consecuencia para hablar de los términos cristalino y amorfo, ya que

el orden que presente el polimero definira su estructura.
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Los términos cristalino y amorfo se utilizan normalmente para indicar las regiones
ordenadas y desordenadas de los polimeros, respectivamente. En estado sélido
algunos polimeros son completamente amorfos, otros son semicristalinos v,
dependiendo de las condiciones de cristalizacién, un polimero con capacidad de

cristalizar puede ser amorfo o semicristalino (Fig.6).

0
:

=7 [

[V
U

(a) (b) (c)

Figura 6. Sistemas: amorfo (a), semicristalino (b), cristalino (c).

.

Los polimeros con capacidad de cristalizar son aquellos cuyas moléculas son
quimica y geométricamente regulares en su estructura. Las irregularidades
ocasionales, tales como las ramificaciones de la cadena, o la copolimerizacion de
una pequefia cantidad de otro mondmero limitan el alcance de la cristalizacion,

pero no evitan que ocurra.

Los materiales termoplasticos son basicamente polimeros lineales o polimeros
que tienen estructuras ramificadas con cadenas flexibles, pudiendo hacerse fluidos
por calentamiento y tomar una forma determinada, forma que mantienen una vez
frios. Los termoplasticos son relativamente blandos y ddctiles. Al ser calentados, la
forma que toman puede repetirse, en principio, indefinidamente por lo que se les
considera reciclables, pero una degradacion irreversible se produce cuando la
temperatura del fundido se eleva hasta el punto que las vibraciones moleculares

son tan violentas que se rompen los enlaces covalentes.

Por otro lado, los materiales termoestables, debido a su estructura entrecruzada,

no funden y son insolubles. Los polimeros termoestables generalmente son mas
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duros, mas resistentes y mas fragiles que los termoplasticos y tienen mejor
estabilidad dimensional. La gran mayoria de los polimeros de adicion son
termoplasticos.

Entre los polimeros de condensacién, algunos son termoplasticos (poliamidas,
policarbonatos, poliésteres lineales, poliuretanos lineales) y otros tipicamente

termoestables (poliésteres insaturados, resinas epoxi, resinas fendlicas).

ILii. Tipos de polimerizacion.

Las primeras clasificaciones fueron hechas por Carothers en 1929% y las dividi6 en
dos grupos principalmente; polimerizacién de condensacién y polimerizacion de

adicion.

ILii.a. Polimerizacién por condensacion.

La polimerizacion por condensacién o de reaccion por etapas es la formacion de
un polimero que emplea monoémeros polifuncionales que generalmente originan un
subproducto de bajo peso molecular, como el agua. La reaccion continla hasta
que casi toda la totalidad de uno de los reactivos ha sido utilizada.

Un ejemplo de una polimerizacién por condensacion es la sintesis de un poliéster
entre un diol y un di4cido. El primer paso es el ataque nucleofilico al grupo

funcional de uno de los monémeros para formar un dimero (Fig. 7).

HO—R—-OH + HOOC—Rl—COOH —>HO—R—OCO—R1—COOH + H,O

Figura 7. Etapa de iniciacion entre un diol y un diacido.

El segundo paso se da entre el mondmero del diol y el dimero resultante, que

reaccionan para formar un trimero (Fig. 8).

1
HO—R—OCO—Rl—COOH + HO—R—OH — > HO—R—0CO—R—COO—R—0H + H,0
Figura 8. Reaccion entre un diol y un dimero.
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Pero también el dimero y el monémero del diacido pueden reaccionar para formar

un trimero (Fig. 9)

HO—R—0CO—R~—COOH + HOOC—R-COOH—»

1
HOOC— Rl— COO—R—0OCO—R—COOCH + H,0O

Figura 9. Reaccion entre un dimero y un diacido.

Los dimeros pueden reaccionar con ellos mismos para formar un tetramero (Fig.
10).
1
2HO—R—0CO—R*—COOH —> HO—R—OCO—R*—CO0O—R—0CO—R~—COOH + H,0
Figura 10. Reaccion entre dimeros para formar un tetrdmero.

El tetramero y el trimero reaccionan entre ellos mismos, uno con el otro y con
monomeros y dimeros. Asi sucede de manera repetitiva hasta formar un polimero

de cierto peso molecular.

ILii.b. Polimerizacion por adicion.

La polimerizacion por adicidon o reaccion en cadena es generalmente el resultado
de la apertura del doble enlace existente en muchos mondémeros insaturados. La
ruptura de este doble enlace esta condicionada por la estructura del monémero,

las condiciones de la reaccién y sobre todo, por la accion de un iniciador.

Estas reacciones a su vez pueden dividirse en polimerizaciones via radical libre y

polimerizaciones iénicas (catidénica o anionica).

ILii.c. Polimerizacion via radicales libres.

Este tipo de polimerizacion comienza con una molécula llamada iniciador que

mediante la accion de la luz o el calor rompe un enlace. Cuando la molécula se
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rompe aparecen dos fragmentos de iniciador, cada uno con un electréon
desapareado. Estos fragmentos reciben el nombre de radicales libres. Estos
electrones desapareados buscaran aparearse, por ejemplo el etileno tiene un par
electrénico que es muy susceptible a ser atacado por un radical libre, formandose
un nuevo enlace quimico entre un fragmento del iniciador y un carbono del
monomero, quedando de nuevo un radical libre. Los iniciadores mas usados son
los peroxidos, los hidroperéxidos y los sistemas redox entre otros. Ademas de esta

primera etapa de iniciacion, ocurren la de propagacion y terminacion.

ILii.d. Polimerizacion anionica.

Este tipo de polimerizaciones se basa en la ruptura del doble enlace de los
mondmeros, dependiendo del iniciador empleado la polimerizacion pueden ser
anionica o cationica.

En la polimerizacion anionica el proceso comienza por medio de un iniciador, los
mas usados son los compuestos organometalicos (butil litio), las fosfinas, los
hidréxidos metélicos. Este iniciador se rompe para formar un anién y donar un par
de electrones a uno de los atomos de carbono del mondmero, formandose un
carbanion.

El carbanion reacciona ahora con otra molécula de mondémero exactamente de la
misma manera en que el iniciador reaccion6 con la primera molécula monomérica;
por lo tanto se genera otro carbanion. Este proceso sigue sucediendo con el
tiempo y cada vez que se agrega otro mondémero a la cadena en crecimiento, se
genera un nuevo anién, permitiendo la incorporacién de otro mondémero. Asi es
como crece la cadena polimérica. La adicion sucesiva de monémeros se
denomina propagacion.

Los mecanismos de terminacion de este tipo de polimerizaciones son distintos ya
que la reaccion podria seguir indefinidamente hasta que el mondmero
desaparezca, pero puede seguir reaccionando si se le adiciona mas monoémero.

El proceso de terminacion se puede conseguir adicionando sustancias que acaben

con las especies activas. Por ejemplo la adicion de alcoholes o agua, o bien la
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espontanea que se basa en la eliminacion de un hidruro, dejando al polimero con

carga neutra.

ILii.e. Polimerizacion cationica.

En este tipo de polimerizacion el iniciador es un cation que se unird a un
monomero, la sucesiva adicion de mas moléculas de monomero formaran la
cadena polimérica.

El iniciador es el complejo que se forma al reaccionar un acido de Lewis con una
molécula de H,0. Los &cidos mas usados son AlCls, SbCls, SnCly, TiCls, FeCls y
ZnCl,. Este iniciador atraerd un par de electrones, con carga negativa, del doble
enlace carbono-carbono, esto deja a uno de los carbonos del doble enlace
deficiente de electrones, portando una carga positiva (iniciacion).

El carbocation formado reacciona con una segunda molécula de mondmero, del
mismo modo que hizo el iniciador cuando reaccioné con el primer mondémero,
formandose un nuevo carbocatibn que sigue uniéndose con mas monomeros
hasta obtener una larga cadena polimérica (propagacion).

El mecanismo de terminacion puede ocurrir de varias maneras. Una de ellas es
conocida como transferencia de cadena, donde los hidrogenos de un grupo metilo
del carbocatiéon son atacados por una molécula de monémero, quedando la
cadena neutra con un doble enlace terminal y un nuevo carbocation. Asi la cadena
polimérica dejara de reaccionar, pero el nuevo carbocatiébn podrd comenzar una

nueva cadena.

ILii.f. Polimerizacion por apertura de anillo.

La polimerizacion por apertura de anillo es una de las rutas por la cual muchos
polimeros de utilidad pueden ser sintetizados. En este tipo de polimerizacion se
utilizan mondmeros ciclicos que cuenten con grupos funcionales que sean
susceptibles al ataque nucleofilico o electrofilico por parte de aniones o cationes,

los cuales actuardn como iniciadores y propiciaran la apertura del anillo. Por esta
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via se pueden polimerizar una amplia variedad de mondémeros ciclicos tales como

éteres, acetales, amidas, ésteres (lactonas), entre otros (Fig. 11).

| o
H c/c\o ROP r |
2] [ B C—CH,OCH,CH,O
o CH,, n
~c—
Hz
1,4-dioxano-2-ona Poliéster
O
\ o
_C
CH, ~O ROP r |
/ \ C—CH,CH,OCH,CH,O
H,C CH, L N
N /
O—CH,
1,5-dioxepan-2-ona Poliéster
(@)
| o
o~ “>o RoOP r I
[ [ B c—OCHZCHZCH20~EH—~
H>C /CH2 n
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H>
1,3-dioxano-2-ona Poliéster
(@]
O F ROP |
MG T EC—CH—N—C—CHz——o{ﬂf
/C\N/CH\ FI2 H |c|> n
(¢ H R
3(S)-isopropilmorfolina-2,5-diona Poliéster

Figura 11. Polimerizacion por apertura de anillo de algunos monémeros.

El uso de compuestos derivados de aluminio, litio, magnesios conocidos como
compuestos organometalicos, son usados como catalizadores para este tipo de
polimerizacion.

Una desventaja de usar estos catalizadores, es su alta toxicidad hacia el medio
ambiente, ademas de que es dificil su total eliminacion del polimero, un aspecto
relevante si se desean utilizar en la biomedicina.

La polimerizacién enzimatica ofrece una via alternativa para llevar a cabo este tipo

de polimerizacion, debido a que las enzimas no son toxicas y pueden ser
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removidas facilmente del polimero, ademas de que pueden ser reutilizadas
(Fig:12.)

I
C
P
HZ/C O\ lipasa
H,C CH, > ﬁ_CHz_CHz—CHZ—CHZ—CHZ—O
\ /
c—C e} n
Hy, H,
épsilon-caprolactona Policaprolactona

Figura 12. Polimerizacion por apertura de anillo de la CL catalizada por lipasas.

Uno de los requisitos mas importantes para que se lleve a cabo la PAA usando
enzimas es la presencia de una pequefia cantidad de agua, que es inicialmente
proporcionada por el sitio catalitico de la lipasa, progresivamente el agua es
producida por la misma reaccion aumentando la cantidad en el sistema y
favoreciendo la reaccion inversa, conocida como la hidrolisis del polimero.

En general la sintesis inicia con un atague nucleofilico de la especie anidnica o
electrofilica al carbono unido al grupo funcional que cierra el anillo, quedando un
mondmero lineal. La etapa de propagacion es la secuencia de reacciones de
sustitucion nucleofilico entre los mondmeros ciclicos y la especie anidnica formada
por la reaccion de apertura de anillo. El proceso de terminacion es una reaccion de

hidrolisis del polimero final y una molécula de agua.

ILiii. Polimeros biodegradables.

En cuatro décadas la generacidén de residuos sélidos municipales se incremento
nueve veces y su composicion cambio de mayoritariamente organica, facilmente
integrable a los ciclos de la naturaleza, a mudltiples elementos, cuya
descomposicion es lenta y requiere de procesos complementarios para efectuarse.
Cifras oficiales reportan que en el pais se producen 9 mil millones de toneladas de

plastico y que solo cerca del 1% se recolecta para su reutilizacion, dejando la

16



Antecedentes

mayor cantidad contaminando bosques y rios, y ya que los microorganismos no
tienen mecanismos para degradar el plastico, existiran por lo menos 100 afos,
gue es el tiempo que tardan en degradarse quimicamente.

Estos y muchos otros factores nos han llevado a la necesidad de investigar y
producir materiales de facil y rapida biodegradacion.

Los polimeros biodegradables son aquellos donde ocurre una degradacion, es
decir, un cambio en su estructura quimica que modifica sus propiedades, esta
degradacion ocurre por la accion metabdlica de microorganismos como hongos,
algas o bacterias.’

Hace ya mas de 20 afios que el primer plastico biodegradable se introdujo en el
mercado, pero sin una aceptacion inmediata, debido principalmente a las escasas
evidencias de biodegradabilidad. A partir de entonces, la biodegradabilidad debe
ser cuidadosamente demostrada, creandose diversos comités para la
estandarizacion de ensayos de degradacion. Entre estos pueden citarse las
normas norteamericanas (ASTM D5209-92, D5210-92, D5247-92, D5338-92 y
D5271-93), japonesas (JIS K6950-94) y europeas (CEN TC261/SC4/WG2).

El uso de los biomateriales se ha extendido a varios campos como la industria y la

medicina.

ILiii.a. La PCL como material biodegradable.

La PCL se prepara comercialmente mediante una polimerizacién por apertura de
anillo de la correspondiente lactona, la épsilon-caprolactona (CL). El polimero es
semicristalino, presenta un bajo punto de fusion (57°C) y una baja temperatura de
transicion vitrea (—60°C). Es estable térmicamente y compatible con otros
polimeros para la formacion de mezclas o aleaciones.

La PCL se degrada facilmente por hidrdlisis de sus enlaces éster. El proceso de
degradacion inicia con una rotura de las cadenas moleculares, de forma que
disminuye el peso molecular. La PCL puede degradarse en un periodo
comprendido entre dos y cuatro afios, pero la rapidez de degradacién se puede
aumentar por copolimerizacion con poli (&cido lactico) o poli (acido glicolico), o por

adicion de acido oleico o aminas terciarias, que catalizan la reaccién de hidrdlisis.
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Existen varios factores que pueden influir en la rapidez de degradacion, el tipo de
enlace quimico, el acceso que tengan las enzimas u otras moléculas capaces de
romper estos enlaces quimicos, el pH, su morfologia, la cristalinidad y el mas
importante: la higroscopicidad. EI peso molecular es el pardmetro mas
ampliamente aceptado para evaluar la degradacion.

La menor rapidez de degradaciéon de la PCL le confiere una capacidad como
sistema liberador de farmacos en aplicaciones que no pueden ser cubiertas por
otros polimeros mas degradables como la polilactida. A pesar de su versatilidad, el
uso de la policaprolactona es predominante en aplicaciones de liberacion
controlada de farmacos. No obstante, en los Ultimos 5 afios también ha sido

propuesto para aplicaciones en ingenieria de tejidos.

ILiv. Enzimas.

Las enzimas son proteinas que actian como catalizadores biolégicos, debido a su
origen natural han sustituido a los catalizadores basados en metales para
polimerizar diferentes monémeros.®

Las enzimas tienen algunas caracteristicas importantes como por ejemplo

« Son los catalizadores mas eficientes, aceleran las reacciones y se
distinguen por su especificidad.

* Las reacciones catalizadas por enzimas proceden en condiciones leves de
reaccion, es decir, temperatura, presion y pH.

* Las enzimas se pueden utilizar en polimerizaciones en masa, en medios
organicos y en distintas interfaces.

* Las enzimas se derivan de los recursos renovables, ademas son materiales
reciclables no téxicos y amistosos al medio ambiente. Por lo tanto, la
necesidad de su completa eliminacion de los polimeros no es necesaria.

* Polimeros con estructuras bien definidas pueden ser formados por

procesos catalizados por enzimas.
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Otras caracteristicas que diferencian a las enzimas de los catalizadores quimicos,
son que las enzimas pueden saturarse por sustrato y tienen capacidad para
regular su actividad. Por lo general, la molécula de enzima es mucho mayor que la
del sustrato por lo que solo una pequefia parte de la enzima esta implicada en la
formacion del complejo; esta regidon que interacciona con el sustrato y en la que
tiene lugar la reaccién, se denomina sitio activo de la enzima. El sitio activo es un
dominio tridimensional de la enzima con una distribucion Unica de sus grupos que
posibilita la unién hacia un sustrato especifico. Dichos grupos de la enzima no
tienen por qué ser necesariamente consecutivos en la secuencia de la proteina y

reciben el nombre de centros cataliticos.’

Las enzimas se clasifican con base en el tipo de reacciéon quimica que catalizan.
Se dividen en 6 grupos principalmente: Oxireductasas, Transferasas, Liasas,
Isomerasas, Ligasas y finalmente Hidrolasas, a este grupo pertenecen las lipasas
usadas en este trabajo.

Las hidrolasas intervienen en reacciones que implican la ruptura hidrolitica de
enlaces quimicos (C-O, C-N, C-C), es decir, hidrélisis de enlaces estéricos,

glucosidicos y peptidicos.®

ILiv.a. Lipasas.

Las lipasas, en seres vivos catalizan la hidrélisis de ésteres de acidos grasos.
Ademas las lipasas son adecuadas para la resolucion cinética de alcoholes,
acidos carboxilicos y ésteres en agua como en disolventes orgénicos.’

Las lipasas no requieren la exclusion del agua y el aire cuando se utilizan como
catalizadores para la sintesis de poliéster. Esto es en contraste con el uso de
catalizadores organometalicos tradicionales donde se deben tomar precauciones
estrictas para excluir del sistema el aire y el agua.

Las lipasas han demostrado tener la capacidad de polimerizar lactonas de anillos
grandes en condiciones normales de polimerizacién.®

Independientemente del origen de la lipasa por lo general todas muestran una

estructura globular similar. Todas las lipasas son miembros de la familia o/
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hidrolasa, con una arquitectura comun compuesta por una secuencia especifica de
a-hélices y B-hebras. El sitio activo se compone de un residuo de serina nucledfilo
(Ser), activado por un enlace de hidrégeno en comunicacion con histidina (His) y
aspartato (Asp) o glutamato (Glu); que constituye la triada catalitica de una lipasa.®

y que es la base de la especificidad.? (Fig.13).

Ser

His

Figura 13. Sitio activo de una lipasa

Una caracteristica estructural Unica que es comun en la mayoria de las lipasas es
una “tapa”, un fragmento en hélice con cerca de 20 aminoécidos, el cual cierra el
sitio activo de la enzima. Esta “tapa” controla la actividad dependiendo del medio,
bajo ciertas condiciones, la “tapa” se abre exponiendo el sitio activo, dando lugar a
una estructura cataliticamente activa favoreciendo la interaccion de la enzima con
el sustrato.™

En 1966 Dastoli y Price, observaron por primera vez que algunas enzimas son
activas en disolventes organicos y en 1984 Klibanov, demostr6 que algunas
hidrolasas pueden ser mas activas y estables en disolventes no acuosos.’

Gross et. al., modifico el residuo serinaips de la Novozym-435 por reaccion con
paraoxén (dietil p-nitrofenil fosfato). La enzima modificada, habiendo inhibido
irreversiblemente el residuo de serina, no pudo iniciar la polimerizacién de la CL.
Por lo tanto concluyeron que la polimerizacion catalizada por esta lipasa, procede
por catalisis en el residuo activo de la serina y no por otros factores que participan

en el proceso.®
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Las lipasas necesitan de moléculas de agua para retener su estado
conformacional tridimensional activo y poder interactuar con el sustrato, pero un
exceso de agua en el presente caso de sintesis de poliéster favoreceria la
reaccion inversa, es decir, la hidrdlisis del poliéster.

En general las lipasas muestran baja actividad en disolventes organicos
hidrofilicos debido a la particion de agua en el medio y la subsecuente
desactivacion por perdida de la estructura proteica activa. Sin embargo, los
disolventes hidrofobos permiten la retencion de las moléculas de agua en el sitio
activo garantizando asi la actividad enzimatica.

Algunas investigaciones han llegado a la conclusién de que el contenido de agua
en la lipasa y no la temperatura es la que determina el M, y rendimiento del
producto.*?

Ademas de la cantidad de agua existen otros factores que pueden modificar la
actividad de la enzima entre ellos la temperatura, el pH y el disolvente.

Las enzimas se desnaturalizan a temperaturas elevadas (> 100 °C), perdiendo su
actividad catalitica. Sin embargo, hay que tener en cuenta que un aumento de la
temperatura favorece la rapidez de reaccién por el efecto termocinético, pero si
esta temperatura es muy grande desnaturaliza la enzima perdiendo su actividad.
La temperatura 6ptima de las enzimas esta entre un intervalo de 30 a 70°C.

Las enzimas tienen un pH 6ptimo que es un valor caracteristico para cada enzima
y expresa que en ese valor la enzima se encuentra en su conformacion mas
activa. El pH modifica el estado de disociacion de los grupos presentes en la
enzima o en el complejo enzima-sustrato. Un cambio en el pH confiere un cambio
estructural de la enzima y por lo tanto una baja actividad. Este parametro es
afectado cuando se utilizan soluciones acuosas dependientes del pH, pero en
disolventes organicos no aplica.

Los disolventes influyen sobre la actividad y la estabilidad de las enzimas,
afectando también las interacciones entre la enzima y el sustrato. La polaridad del
disolvente organico empleado para reacciones de esterificacion puede afectar la
actividad catalitica al distorsionar la capa esencial de agua que estabiliza al

biocatalizador.
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El concepto que define la polaridad de un disolvente es el coeficiente de particion
(log P), que expresa la solubilidad de una sustancia en un medio no acuoso
respecto a uno acuoso (n-octanol/agua), dicho en otras palabras indica el caracter
hidréfobo de una sustancia. Disolventes con altos valores de log P (>4) indican
que es muy hidréfobo, y por lo tanto no podra relacionarse con el agua presente
en la enzima, evitando la desnaturalizacion y asegurando una alta actividad
catalitica.

La actividad de las enzimas en disolventes organicos parece ser controlada por
varios factores, por ejemplo: la estabilidad del sustrato y/o del producto y la
enzima, la flexibilidad y polaridad del sitio activo (controlado por la cantidad de
agua en el sitio activo), la extraccion del agua contenida en la enzima que altera el
delicado equilibrio de fuerzas no covalentes que mantienen la estructura nativa de
la enzima, asi como perturbaciones inducidas directamente sobre la enzima.

La rigidez estructural de las enzimas en disolventes organicos puede mejorar la

regio-estereoselectividad.™®

En la tabla 1 se muestra la relacién que hay entre el log P y la solubilidad en agua,

comprobando que a altos valores de log P los disolventes son inmiscibles en agua.

Tabla 1. Relacién entre el coeficiente de particién (log P) y la solubilidad en agua de disolventes.

Solubilidad en agua

Log P
(20°C) (%owt)
LogP <2 > 0.4
2<logP<4 0.04-04
LogP 24 <0.04
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En la tabla 2 se muestran algunos valores del coeficiente de particion de varios

disolventes.

Tabla 2. Valores del log P de algunos disolventes.

Disolvente Log P
Hexadecano 8.8
Tetradecano 7.6
Dodecanol 5.0
Tetrahidrofurano 4.0
Hexano 3.5
Tolueno 2.7
Cloroformo 1.97
R-134a 1.06

Metanol -0.821

Gross et. al., encontraron que disolventes con valores de log P de -1,1 a 0,49
mostraban una rapidez de propagacion baja (30% de conversion de CL en 4
horas) dando productos con cadena corta (M,<=5200 g/mol). En contraste,
disolventes con valores de log P de 1,9 a 4,5 mostraron una mayor rapidez de
propagacion y polimeros de mayor peso molecular (M,=11500-17000 g/mol).*®

En disolventes un valor de estudio es la 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 Gltima.**
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Por todo lo anteriormente mencionado se puede concluir que las propiedades del
disolvente organico asi como la cantidad de agua presente en el sistema
determinan la actividad de la enzima y juegan un papel importante en el sistema

de reaccion y en la eficiencia del biocatalizador.
Actividad enzimética en Tolueno.

El tolueno es un liquido incoloro utilizado como disolvente en sintesis orgénicas.
Disolvente no polar, que a 25°C es muy poco soluble en agua (0.515 kg/m®) y
tiene una viscosidad de 0.6 cP, ademas presenta una constante dieléctrica de 2.4
KHz, y un momento dipolar de aproximadamente 0.4D.

El uso del tolueno como disolvente para polimerizaciones enzimaticas ha sido
ampliamente estudiado, siendo el disolvente preferido, ya que los resultados
obtenidos son superiores respecto a otros disolventes que debieran reportar
mejores resultados.

Gross et. al., investigaron el efecto de varios disolventes en la polimerizacion de la
CL catalizada por Novozym-435, entre ellos el tolueno. Los resultados
demostraron que la mayor rapidez de reaccidn y productos con altas masas
moleculares (M,=44,800 g/mol) se obtuvieron utilizando tolueno e isooctano. Al
parecer el tolueno puede estabilizar la Novozym-435.1°

Las condiciones a las que se obtuvieron estos resultados son en una proporcion
de disolvente/mondmero de 2:1, a 70 °C por 4 horas.

Algunas veces los resultados no son lo que se espera, por ejemplo: el tolueno con
un valor de log P igual a 2.5 obtuvo un alto peso molecular (M,=15,000 g/mol y un
rendimiento del 80%), respecto al dibutil éter con un log P igual a 2.9 que obtuvo
un M,= 12,900 g/mol con un rendimiento del 60%.?* En estos casos el coeficiente
de particion (log P) no es suficiente para explicar estos resultados, se debe de
profundizar en otros factores como la geometria del disolvente, el momento
dipolar, la solubilidad de los sustratos y otros factores que influyen en las

propiedades cataliticas y fisicoquimicas de la enzima.
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Otros resultados obtenidos con tolueno como disolvente son pesos moleculares
(Mn) que van desde los 3,200 g/mol hasta los 44,800 g/mol y porcentajes de
conversion de 44-99% con diferentes condiciones de reaccion.™

Actividad enziméatica en R-134a.

El R-134a es un disolvente que ha ganado espacio en las investigaciones para
polimerizaciones de lactonas, debido a que no es inflamable, ni toxico, no destruye
la capa de ozono y es reconocido como seguro (GRAS), con un momento dipolar
de 2.05D y una constante dieléctrica de 9.5 KHz, tiene baja viscosidad (0.21cP a
25°C), con una solubilidad en agua de 0.15 Kg/Kmol a 25°C, miscible en la
mayoria de disolventes organicos pero inmiscible en agua, tiene un coeficiente de
particion de 1.06, reportado como hidréfobo y con un pH neutro.

El R-134a es gas a temperatura y presion ambiente con un punto de ebullicién de
-26°C, una temperatura critica de 101.1°C y una presion critica de 40.67 bar.
Manejado normalmente como gas comprimido bajo presion en forma liquida con
una densidad liquida de 1.3 kg/l a 25°C. Requiere de bajas presiones para
convertirse en liquido (<2 MPa), Su baja tensién superficial (8.7 din/cm a 25°C) y
baja viscosidad son propiedades que permiten una humectacion y penetracion
rapida en la matriz del soluto.*®

Estudios sobre la estabilidad y la actividad de la Novozym 435 en R-134a liquido,
indicaron que el desarrollo de las lipasas en este medio dio incrementos en la
actividad de la enzima de 300% a una presion de 4 MPa y a 30°C después de 7
horas.'? El R-134a a presiones bajas cambia sus propiedades como disolvente
aumentando su polaridad y esto hace que la actividad de la enzima se reduzca. La
investigacion sobre los efectos de la temperatura fueron en un rango de 30-60°C,
resultando que la enzima conservo su actividad en R-134a hasta una temperatura
de 60°C, una discrepancia se observé cuando a 40°C el rendimiento fue de
70.24% y para 60°C fue de 58.24%. Debido a que la disminucion de la conversion
no pudo deberse a la desactivacion de la enzima, porque se comprobd que a esa

temperatura todavia presentaba actividad, se puede explicar sobre la base que el
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aumento de temperatura podria cambiar el equilibrio de la reaccion a favor de la
hidrdlisis, reduciendo el rendimiento de esterificacion. Cuando se modificaron los
tiempos de incubacion, después de 12 horas no hubo un cambio en la actividad de
la enzima, se conservé estable con una actividad residual de 199%.
Garcia-Arrazola et. al., demostraron el uso del R-134a como disolvente para la
sintesis de poliésteres catalizada por lipasas.® Usaron Novozym 435 y obtuvieron
un peso molecular maximo (My), un indice de polidispersidad y un porcentaje de
rendimiento de 37,600 g/mol, 1.7 y 75% respectivamente. Las condiciones de
reaccion fueron de 2.5 MPa, 65°C y 24 horas.

El mayor rendimiento obtenido fue del 95% con un M= 35,600 g/mol y un PDI=1.6

a las mismas condiciones de operacion.'®

En estudios posteriores se estudiaron los efectos de la actividad de agua inicial
(awi) sobre el rendimiento y el peso molecular de las lipasas en la sintesis de
poliésteres usando R-134a, En estos estudios se varié la ayi en un rango de 0.16
a 0.75. Algunos resultados sobresalientes se presentaron con una ay=0.22
obteniendo un rendimiento del 99% y un M, de 7,246 g/mol después de 48 horas
de reaccion. En contraste el biocatalizador con una a,;<0.16 dio un rendimiento del
67% con un M,=83,600 g/mol en 48 horas.®

Mecanismo enzimatico.

Anteriormente se ha mencionado que la “triada catalitica” de la lipasa, compuesta
por un residuo de serina nucleofilico, es la responsable de la polimerizacion por
apertura de anillo de lactonas, en la figura 14 se muestran los pasos que
determinan el mecanismo de reaccion en la polimerizacion por apertura de anillo
de las lactonas.

El residuo de serina nucleofilico forma un complejo con la lactona, esto hace que
el anillo de la lactona se abra para dar paso a la formacién de un intermediario

acil-enzima (IAE).
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La iniciacidon es un ataque nucleofilico del agua, que se cree esta dentro de la
enzima, sobre el carbono acilo del IAE para producir un acido w-hidroxicarboxilico.
En la etapa de propagacion, ocurre un ataque nucleofilico del grupo hidroxilo
terminal de una cadena polimérica que se esta propagando al carbonilo del IAE.
Finalmente el complejo acil-enzima es hidrolizado dejando libre ya sea el polimero

formado o el monémero en su forma libre.

Iniciacion:
I
C O O
Lipasa—OH + ——= Lipasa—0O—C—(CH,)n—OH
(CH)N Intermediario acil-enzima (IAE)
O
IAE 4+ ROH Lipasa—OH 4+ HO—(CH,)n—C——OR

Donde, R = H, lactona abierta, oligdémero o un polimero formado, n = nimero de

unidades de metileno en la lactona.

Propagacion:

O O

H{O—(CHz)n—C}OR + Lipasa—OH

2

IAE 4+ HO—(CH, )n—C—OR

Figura 14. Mecanismo postulado para la polimerizacion catalizada por lipasas de lactonas.
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ILiv.b. La CalB.

La Candida antarctica (Fig.15) es una levadura que puede producir dos diferentes
tipos de lipasas la Ay la B.

La CalB es una de las lipasas comerciales mas utilizadas como biocatalizador
para la polimerizacion enzimética por apertura de anillo, debido a su alta actividad
y especificidad hacia el los sustratos lacténicos.

La cadena polipeptidica de la CalB estd compuesta por 317 aminoacidos y su
tamafio es de aproximadamente 30x40x50 A°, su sitio activo esta formado por
Serl105-His224-Asp187, comun a todas las serinas hidrolasas. Esta lipasa tiene

una a/B hidrolasa que es la “tapa” que cubre el sitio activo.?* ?*

Figura 15. Lipasa B de Candida antarctica

La polimerizacién de la CL ha sido ampliamente estudiada usando diferentes
enzimas y condiciones de reaccion variables, los resultados mas sobresalientes se

muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Resultados que muestran la efectividad de varias enzimas en la sintesis de la PCL.

6,18

Enzima

CA

PPL

CA

CC

PPL

PPL

CC

CC

N435

N435

PF

CA

N435

N435

N435

CA o N435: Candida antartica (Novozym 435), CC:

Temperatura Tiempo

(°C)

60

60

60

60

75

65

75

45

116

45

75

60

65

65

65

(h)

240

240

480

96

15

240

15

24

480

24

24

24

48

Medio

masa

masa

masa

masa

masa

heptano

masa

heptano

tolueno

masa

masa

tolueno

scCO,

R-134a

R-134a

fluorescens, PPL.: Lipase pancreética porcina.

My

(g/mol) (g/mol)

1,100

1,300

1,300

1,900

2,300

2,700

3,100

3,200

3,200

4,100

12,000

15,600

35,000

Muw

54,000

35,600

37,600

Rendim

iento

(%)

100

95

96

92

99

100

100

97

41

95

99

55

98

95

75

Candida cilyndracea, PF: Pseudomonas
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Caracteristicas de la Novozym 435.

La lipasa B de Candida antarctica producida por Novozymes, empresa de origen
danés, conocida comercialmente con el nombre de Novozym 435 y que su
produccion se realiza en la planta de produccion de Novozymes en Brasil, con un
peso de 33 kDa, un pl=6.0 y una actividad especifica reportada por Novozymes de
7,000 PLU/g. La Novozym 435 esta inmovilizada fisicamente en una resina Lewatit
VP OC 1600 (Lanxess) que consiste en un copoli (metacrilato de
metilo/divinilbenceno) con valores de tamafio de particula promedio, éarea
superficial y didmetro de poro de 315-1000um, 130 m?g® y 150 A
respectivamente.

La inmovilizacion incrementa la estabilidad térmica al estabilizar la estructura
terciaria de la proteina, facilita la remocion de la enzima de la mezcla de reaccién
permitiendo su reutilizacion. Al estar absorbida en un soporte solido incrementa el
area superficial de la enzima, previniendo su incorporacion al disolvente organico,
lo cual incrementa la actividad catalitica. Por otro lado, y no menos importante, el
hecho de estar inmovilizada permite con mayor facilidad su recuperacion y reuso,
cosa que en el caso de este tipo de productos de gran valor econdémico es muy
interesante.

La Novozym 435 es un buen catalizador en una gran variedad de reacciones
enzimaticas debido a su alta estabilidad y reactividad.

Caracteristicas de la CalB(C-LECTA).

C-LECTA empresa de origen aleman proporciona enzimas personalizadas y
produce cepas que son usadas en la biotecnologia industrial.

Especificamente hablando de la lipasa B de Candida antartica (CalB) se reportan
las siguientes caracteristicas del producto. Un peso molecular de 33kDa, con una
actividad especifica de >6000 LU/g, un punto isoeléctrico de 6.0 pl, un pH optimo
de 7, un pH de estabilidad entre 3-10, una temperatura de estabilidad de la enzima

de 60-80°C (en disolventes organicos no polares), y de 45-50°C (en sistemas
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acuosos), estable en disolventes organicos polares y no polares. Puede ser usada
en sistemas acuosos y no acuosos, para reacciones de esterificacion, hidrolisis de
ésteres y transesterificacion, es regio y estereoselectiva. La enzima puede ser
recuperada por filtracion y reutilizarse varias veces. Es una enzima inmovilizada
usada en sintesis organica, adsorbida en un soporte de metacrilato. Estable al

menos durante 12 meses a una temperatura de 4°C.
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III. OBJETIVOS.

IIL. i. Objetivo general.

» Realizar la polimerizacién de la CL via apertura de anillo usando diferentes

lipasas en tolueno y en R-134a como disolventes.

I1L. ii. Objetivos particulares.
» Realizar el estudio comparativo de los biocatalizadores comerciales
CalB(C-LECTA) y Novozyme 435 para encontrar las mejores condiciones

de reaccion.

» Cuantificar y comparar el rendimiento de los polimeros obtenidos con los
biocatalizadores utilizados, en diferentes medios de reaccion.

» Determinar por GPC los pesos moleculares de los polimeros conseguidos.

= Caracterizar el polimero por DSC, TGA, Rayos X, RMN-H'y FTIR.
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IV. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

IV. i. Material.

e Reactor de acero inoxidable de 40mL, con orificios para termopares y
equipado con barémetro para verificar la presion.

e Chaqueta de calentamiento que se conecta a una caja reguladora y
verificadora de temperatura.

e Parrilla con temperatura y agitacién controlada (IKA RTC basic ETS-D4).

e Bomba de inyeccién de alta presion (ISCO corp. Modelo 100X)

e Tamiz Alfa Aesar con poro de 75um.

e Bafio de glicerina.

e Balanza analitica (OHAUS Analytic Plus, modelo AP2105).

e Bomba de vacio para solventes (Vacuubrand modelo PC3-RZS2.5).

IV. ii. Reactivos.

e Lipasa B de Candida antarctica inmovilizada sobre soporte acrilico poroso
Lewatit®, Novozym 435 (Novozymes México S.A. de C.V.).

e Lipasa B de Candida antarctica inmovilizada (C-LECTA, Alemania).

e e-caprolactona g.p. 99% Aldrich.

e Cilindro de R-134a (Dupont), proporcionado por Refacciones Star, México,
con un 98% de pureza.

e Tolueno (Quimica Barsa).

e Estandares de Poliestireno (Polymer Laboratories, Varian, Inc.).

e Acetona grado industrial (Quimica Barsa).

e Cloroformo grado industrial (Quimica Barsa).

e Metanol grado industrial (Quimica Barsa).

e Tetrahidrofurano grado HPLC.

e Cloroformo grado HPLC de J. T. Bayer fue adquirido de Equipar S.A de C.V
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IV.iii. Sintesis de la PCL usando Novozym-435 como biocatalizador.

Se ha reportado que las condiciones Optimas de polimerizacion de la CL con
Novozym 435 se dan con un 35% v/v de CL con respecto al volumen del medio de
reaccion y un 10% p/v de peso de Novozym 435 con respecto al volumen de CL
en scCO, .** ?* En estudios anteriores se ha demostrado que la CalB inmovilizada
tiene su temperatura 6ptima de catdlisis a los 65°C. Bajo estas premisas, en un
reactor de acero de 40mL, se coloc6é 14mL de CL, 1.4 g de enzima y un agitador
magnético, el reactor se cerré para ser presurizado con R-134a. Se colocé una
chaqueta de calentamiento al reactor, para elevar la temperatura hasta 65°C
(Fig.16). La presion final del reactor fue de 25 bares.

Después de 24 horas se llevo el reactor a un cuarto frio (-5°C), al bajar la
temperatura y la presion, se procedié a despresurizarlo abriendo las valvulas del

reactor y asi poder obtener el sélido de la reaccién (Fig. 17).

Fig. 16. Imagen que muestra el reactor utilizado.

IV.iii.a. Purificacion del polimero.

Los materiales del reactor se disolvieron en cloroformo, y esta mezcla se filtré en

un tamiz para poder separar el polimero del biocatalizador.

34



Desarrollo Experimental

La solucion obtenida se vertié en metanol frio, en una relacion 1:10, para precipitar
el polimero, posteriormente se filtré en un embudo de porcelana y se secé al

vacio.

AN

Fig. 17. Imagen que muestra el solido que se obtiene al despresurizar el reactor.

IV.iv. Sintesis de polimeros usando como biocatalizador la CalB(C-LECTA),

usando como disolvente tolueno.

En un matraz equipado con un agitador magnético se coloc6 el mondmero
(1.75mL) con diferentes relaciones de biocatalizador con respecto al volumen de
CL en 5mL de tolueno. Se burbujed con N, por unos minutos y se colocé el matraz
en un bafo de glicerina para llevarlo a una temperatura de 65°C por 24 horas en
agitacion.

Para precipitar el polimero se utilizé6 el mismo procedimiento antes descrito
(IVv.iii.a).

IV.v. Sintesis de polimeros usando como biocatalizador la CalB(C-LECTA), en

un reactor presurizado con R-134a.

Se utilizé el mismo procedimiento experimental descrito en la seccion V. iii., para

la produccion de la PCL, con la Unica diferencia de que en esta parte se utilizo
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como biocatalizador la CalB(C-LECTA). Igualmente para la precipitacion del

polimero se utiliza la metodologia descrita en la parte IV. iii. a.

IV.vi. Polimerizacion en masa.

En un vial equipado con un agitador magnético se colocé 5mL de CL y 0.5g de
enzima. Se coloco el vial en un bafio de glicerina sobre una parrilla agitadora para
llevarlo a una temperatura de 65°C por 71 horas en agitacion.

Para precipitar el polimero se utilizé el mismo procedimiento antes descrito
(IV.iii.a).

IV.vii. Determinacion de pesos moleculares por GPC/SEC (Cromatografia de

permeacion en gel).

Las muestras fueron disueltas en cloroformo o tetrahidrofurano vy filtradas a través
de un filtro de jeringa de 0.45 micras a los viales HPLC. Para este analisis se
ocup6 un 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). La fase movil fue
cloroformo o tetrahidrofurano, segun el caso, con un flujo de 1mL/min. La curva de
calibracion se construyo con estandares de poliestireno que fueron disueltos de la

misma manera y con el mismo disolvente que las muestras a analizar.

IV.vii.a. Caracterizacion de las muestras.

Las muestras fueron pulverizadas y etiquetadas para su caracterizacion, estos
andlisis se llevaron a cabo en la USAI (Unidad de Servicios y Apoyo a la

Investigacion).
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FT-IR.

El analisis cualitativo se llevé a cabo en un espectrofotometro FT-IR, modelo
Spectrum 400 marca Perkin Elmer en la USAI.

RMN-H?.

El estudio de RMN-H’ fue llevado a cabo en un espectrometro de RMN marca
Varian modelo VNMRS y MR (400MHz) en la USAI. Las muestras fueron disueltas

en cloroformo deuterado. Y Analizadas con el programa SpinWords 3.1.

Difraccién de rayos X.

El analisis de Rayos X (en polvo) fue llevado a cabo en un equipo Siemens D-
5000, con una fuente de Ka de Cu a A=1.5406 A en la USAI. Para evaluar el
porcentaje de cristalinidad se tomo el area total (cristalina + amorfa) y se resto la
parte cristalina.

Calorimetria diferencial de barrido y analisis termogravimétrico.

El analisis térmico se realizd por dos técnicas de analisis, caloria diferencial de
barrido (DSC) y andlisis termogravimétrico (TG).

El DSC se utilizd para conocer las transiciones térmicas del polimero, fue llevado a
cabo en un equipo Mettler Toledo (modelo 821°), con una velocidad de
calentamiento de 10°C/min, bajo una atmosfera de nitrégeno en un rango de
temperatura de -100°C a 100°C.

Para determinar la estabilidad térmica por andlisis termogravimétrico se utilizé6 un
equipo Mettler Toledo (modelo TGA/SDTA851°), bajo una atmosfera de nitrégeno,
la muestra se evalué en un rango de temperatura de 25 hasta 250°C con una

velocidad de calentamiento de 10°C/min.
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V. RESULTADOS
V.i. Sintesis de la PCL usando como biocatalizador la CalB(C-LECTA).

Para obtener las mejores condiciones en la polimerizacion de la CL con esta
nueva lipasa, se modificaron varios paradmetros, entre ellos la cantidad en peso de
biocatalizador (5, 10, 20 y 30%) y los tiempos de reaccion (24, 48 y 72 horas). En
la evaluacion de la cinética realizada, se usé el tolueno como medio de reaccion y
se trabajo a una temperatura de 65°C. Los resultados encontrados son los

siguientes:

V. ii. Efecto del tiempo de reaccion y biocatalizador sobre la PCL.

En esta primera parte experimental se utilizé el 5%p/v de biocatalizador. El tiempo
fue el Unico pardmetro que se modificod, llevandose a cabo reacciones con
periodos de 24, 48 y 72 horas y los resultados obtenidos de la sintesis de la PCL

se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Resultados de los polimeros obtenidos utilizando un 5% p/v de biocatalizador.

Tiempo Rendimiento M Muw
Muestra PDI
(h) (%) (9/mol)  (g/mol)
1 24 74 18,365 25,337 1.37
2 48 87 24,552 28,970 1.17
3 72 65 18,489 27,034 1.46
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En los resultados obtenidos de la PCL utilizando el 5% p/v de biocatalizador se
observd que hasta las 48 horas el rendimiento asi como los pesos moleculares
aumentaron, ocurriendo lo contrario a las 72 horas de reaccion. La disminucion de
los valores a las 72 horas de reaccion es posiblemente debido a un exceso de
agua en el sistema que favorecio la reaccion de hidrdlisis del polimero haciendo
gue los valores de M, y del rendimiento disminuyeran. Los mejores resultados se
presentaron a las 48 horas de reaccién con un rendimiento del 87%, un M,=24,552
g/moly un PDI=1.17

Cuando se incremento la cantidad de enzima al 10% p/v los resultados fueron los

siguientes:

Tabla 5. Resultados de los polimeros utilizando 10% p/v de biocatalizador.

Tiempo Rendimiento M Mw
Muestra PDI
(h) (%) (g/mol)  (g/mol)
1 24 93 19,148 29,233 1.52
2 48 90 20,108 24,491 1.21
3* 72 75 15,789 22,497 1.42
3** 72 75 24,290 53,837 2.21

3* Fraccion de muestra disuelta en THF (1mg/3mL).
3** Fraccion de muestra disuelta en CHCL; (1mg/2mL).
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Un aumento en la concentracion del biocatalizador aumenté la rapidez de
polimerizacion, en este caso la cantidad de enzima utilizada (10%p/v) incremento
el valor del rendimiento en un tiempo de reaccién menor (24 horas) asi como
también sus pesos moleculares que fueron de M,=19,148 g/mol y M= 29,233
g/mol. Un exceso de agua en el sistema hace que la hidrolisis se presente
limitando el crecimiento del poliéster ademas de que provoca el rompimiento de
las cadenas del polimero.*? Una posible explicacion del aumento de M, a las 48
horas es el rompimiento de las cadenas del poliéster, que incrementa el nimero
de estas, este aumento de M, no pudo ser por la generaciéon de mas cadenas de
polimero ya que se observa un menor rendimiento y un M,, menor, indicando que
lo pesos de los polimeros disminuyeron. Un PDI (1.21) menor como el mostrado a
las 48 horas indica una homologacion en el peso de las cadenas del polimero.

Cuando se realiz6 el analisis por GPC la muestra 3 requiri6 modificar la cantidad y
el disolvente utilizado ya que el polimero no se disolvia completamente. Este
comportamiento es porque la solubilidad del polimero en un determinado
disolvente estd determinada por factores como su peso molecular, su estructura
quimica y su distribucién siendo mas facilmente solubles las fracciones de bajo
peso molecular. Empleando CHCI; se consigui6 solubilizar el material dando lugar

a mediciones de pesos moleculares promedio mas altos que en THF.

En la tabla 6 se muestran los resultados de la PAA de la CL usando un 20% p/v de

biocatalizador en tolueno.
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Tabla 6. Resultados obtenidos en la polimerizacién de la CL usando el 20% p/v de biocatalizador.

Tiempo Rendimiento Mn Muw
Muestra PDI
(h) (%) (g/mol)  (g/mol)
1 24 87 16,668 22,323 1.33
2 48 78 16,537 21,484 1.29
3 72 69 14,989 21,219 1.41

Algunas investigaciones sugieren que el aumento en la concentracion de
biocatalizador aumenta la rapidez de reaccidén pero también disminuyen los pesos
moleculares®?. Es este parte experimental donde se utilizé una mayor cantidad de
biocatalizador (20%) se obtuvieron rendimientos y pesos moleculares bajos
respecto a lo reportado en la tabla 5 donde se utiliz6 una menor cantidad de
biocatalizador. Esto indica que no necesariamente una mayor cantidad de
biocatalizador ayudaria a producir mas polimero en los tiempos de reaccion
estudiados.

Los mejores resultados se dieron a las 24 horas obteniendo un polimero con un
87% de rendimiento y un M, de 16,668 g/mol.

Finalmente en la tabla 7 se muestra la tendencia que presentan los polimeros

logrados usando un 30% p/v de biocatalizador.
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Tabla 7. Valores alcanzados de PCL con la Calb(C-LECTA) al 30% pl/v.

Tiempo Rendimiento Mn My
Muestra PDI
(h) (%) (9/mol)  (g/mol)
1 24 81 12,296 15,788 1.28
2 48 76 15,004 21,118 1.40
3 72 32 13,164 17,273 1.31

Los rendimientos que se obtuvieron con un 30% p/v de biocatalizador, son los mas
bajos de todos los experimentos realizados hasta ahora. El rendimiento maximo se
dio a las 24 horas y fue de 81% con un M, de 12,296g/mol.
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Gréfica 1. En esta gréafica se muestra la relacion que guarda el rendimiento vs tiempo de reaccion
en la sintesis de la PCL usando CalB(C-LECTA) como biocatalizador. 5%<, 10% B, 20%/4., 30%X.

En la grafica 1 se observa la relacion que guarda el rendimiento del polimero con
el tiempo de reaccion a diferentes concentraciones de enzima. Como se ve en la
gréfica el uso del 10% p/v de biocatalizador, en todos los tiempos estudiados,
presentd los mejores resultados en cuanto a rendimientos. En la mayoria de los
casos conforme transcurria el tiempo el rendimiento fue disminuyendo, con
excepcion en el caso cuando se utilizd6 5% p/v que a las 48 horas el rendimiento

aumento de 73% a 83%.
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Gréfica 2. En esta figura se muestra la dependencia que guarda el peso molecular (M,) respecto al
tiempo. 5%<, 10%M, 20% 4, 30%X.

En la grafica 2 se ve la dependencia del peso molecular con el tiempo. Conforme
el tiempo transcurre la reaccion sigue polimerizando pero llega a un estado de
equilibrio, donde el peso molecular de la PCL ya no aumenta, a las 72 horas se
presenta la reaccion inversa de la esterificacion, la hidrolisis del poliéster.

Un caso particular que no siguié el comportamiento general fue el uso del 5% p/v
de biocatalizador donde a 48 horas se obtuvo el mejor peso molecular de todos los
resultados alcanzados. Esta menor relacion de biocatalizador versus monomero
promovié la formacion de cadenas de polimero méas largas debido a unas
condiciones de favorecimiento de propagacion, sin embargo, estas condiciones no

fueron las que dieron mejor rendimiento de polimero.
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En la grafica 3 se presenta la tendencia que sigue el rendimiento a diferentes
concentraciones de enzima, cuando se utilizé el 10% p/v de biocatalizador los
rendimientos del polimero obtenido fueron los més altos en todos los casos, a 24
horas el 93%, a las 48 horas el 90% y a las 72 horas el 75%. Para las
concentraciones de 20 y 30% de biocatalizador los rendimientos disminuyeron en
general. De todas formas, hay que resaltar que los rendimientos de la PCL
obtenidos con un 5% p/v de biocatalizador son cercanos a los de 10 % p/v y deben

considerarse en funcién de los mayores pesos moleculares obtenidos.
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Gréfica 3. Comportamiento del rendimiento del polimero vs porcentaje de biocatalizador utilizado.
24h©, 48h @ ,72h

En un analisis general de la PAA de la CL usando la enzima CalB(C-LECTA) como
biocatalizador en medio tolueno, que salié a la venta recientemente después de

que se venciera la patente de la Novozym 435, se pueden observar varias
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condiciones que afectan el rendimiento y los pesos moleculares del producto final
como la cantidad de biocatalizador y el tiempo de reaccion.

La viscosidad de la reaccién puede ser un factor para obtener maximos resultados
en la produccion de la PCL, ya que la disminucién de esta facilita la transferencia

de masa, en otras palabras la propagaciéon polimérica.

V.iii. Sintesis PCL, usando la CalB(C-LECTA) en R-134a como medio de

reaccion.

Como la mayor eficiencia en cuanto a rendimiento para la sintesis de la PCL fue
usando 10% p/v de CalB(C-LECTA), esta cantidad se utilizO para realizar la
siguiente parte experimental, pero ahora utilizando R-134a en estado liquido como
medio de reaccion para comparar los productos con los obtenidos anteriormente

en tolueno.

Las condiciones de reaccién fueron de 25 bares, 65°C y 10% p/v de biocatalizador

y los resultados de esta sintesis son los siguientes:

Tabla 8. Resultados de la PCL usando CalB(C-LECTA) al 10% p/v en R-134a.

Tiempo Rendimiento M My
Muestra PDI
(h) (%) (g/mol)  (g/mol)
1 24 64 32,011 41,033 1.28
2 48 82 24,135 34,827 1.44
3 72 83 30,789 45,990 1.49
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El uso del R-134a como disolvente para la sintesis de la PCL, obtuvo en 24 horas
un polimero con un peso molecular (M,) de 32,011g/mol, un PDI de 1.28 y un
rendimiento del 64%. Se observa que todos los pesos moleculares obtenidos con
R-134a superan a los resultados con tolueno de la tabla 5.

Los altos pesos moleculares obtenidos usando el R-134a pueden ser por la menor
viscosidad o capacidad solvatante de los productos en este fluido, esto retarda la
precipitacion del polimero permitiendo que la propagacion siga hasta obtener
polimeros con mayor peso molecular, como se observa en los resultados de la
tabla 8.

En la grafica 4 se comparan los pesos moleculares obtenidos con los dos
disolventes (tolueno y R-134a), se puede ver que para todos los tiempos de
reaccion estudiados, se obtienen mayores pesos moleculares usando R-134a que

los reportados con tolueno.
35000 -
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Mn(g/mol)
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10000 -
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24 48 72
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Grafica 4. En esta figura se comparan los pesos moleculares (M) de la PCL usando diferentes
disolventes. R-134all , Tolueno
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Usando R-134a como disolvente en solo 24 horas de reaccion se obtienen
polimeros con pesos moleculares por encima de los 30,000 g/mol en comparacion
con el uso del tolueno que el mayor peso molecular del polimero obtenido fue de
casi 20,000 g/mol.

Este comportamiento de los pesos moleculares y rendimientos, tiene una
explicacion en base a las caracteristicas de cada disolvente y de su interaccion

con el sustrato y la enzima.

V.iv. Sintesis de la PCL con Novozym 435 en R-134a.

En esta parte se comparan los dos biocatalizadores comerciales basados en la
CalB para la sintesis de la PCL, con iguales condiciones de reaccion (R-134a,
10% p/v de biocatalizador, 65°C, 24 horas y 25 bares).

Tabla 9. Comparativo de resultados usando diferentes biocatalizadores.

Tiempo Rendimiento M My
Muestra PDI
(h) (%) (9/mol)  (g/mol)
64 32,011 41,033 1.28
(CalB(C-LECTA))
(Novozym 435) 24 80 20,378 35,155 1.72

En esta parte se compara la efectividad de las lipasas utilizadas, no se abunda en
las caracteristicas de la enzima que pueden afectar los pesos moleculares y el
rendimiento (tabla 9).

Solo se desea demostrar la eficiencia de la nueva lipasa CalB(C-LECTA),

recientemente disponible en el mercado, respecto a la Novozym 435.
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Un estudio de las caracteristicas de la enzima podria explicar estos resultados ya

gue es el unico parametro diferente en estudio.

V.v. Polimerizacion en masa de la CL.

Generalmente, la polimerizacion en disolucion ofrece la ventaja respecto a una
misma polimerizacion en ausencia de disolvente, o0 en masa, de reducir las
viscosidades crecientes de los medios a medida que el polimero se formay es una
herramienta importante para disefio de estructuras moleculares. La reaccion en
masa llevada a cabo con los dos biocatalizadores produjo los siguientes

resultados:

Tabla 10. Datos obtenidos de la sintesis de la PCL llevadas a cabo por polimerizacién en masa.

Tiempo Mn Mw
Muestra PDI
(h) (g/mol) (g/mol)
Novozym 435 71 14,283 30,541 2.13
CalB(C-LECTA) 71 11,025 18,225 1.65

La reaccion en masa se llevo a cabo para ver como se ven afectado los resultados
(Mn, My, rendimiento y PDI) del producto final, en ausencia de un disolvente. La
reaccion se llevo a cabo hasta que el magneto dejo de moverse debido a la
solidificacion del medio de reaccién, suponiendo que a este punto fue cuando se
obtuvieron los mayores valores de rendimiento y peso molecular de PCL.

En la experimentacion la agitacion del sistema se vio afectada ya que la solucion

se volvia cada vez mas viscosa conforme el tiempo transcurria. Esta viscosidad
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que presento la solucidén, puede ser un factor de sus bajos pesos moleculares,
debido a factores de transferencia de masas ya que limita la interaccion de los
sustratos con la enzima.

Con estos resultados (tabla 9), se puede ver claramente que la polimerizacion de
la CL, en ausencia de un disolvente, produce polimeros de menor peso molecular
comparado con la PAA en disolucion. No habiendo una gran diferencia entre el

biocatalizador utilizado. .

V.vi. Caracterizacion fisica y estructural de la PCL.

Una muestra del polimero obtenido de la sintesis de la PCL catalizada con
Novozym 435 en R-134a se mandoé a la USAI para su caracterizacion. Los analisis
permitieron conocer algunas caracteristicas que definen al polimero por ejemplo:
RAYOS X (cristalinidad), DSC (Tq y Tm), RMN-H' (los diferentes tipos de
hidrogenos que estan presentes en el compuesto), TG (degradacion térmica del
polimero) y finalmente FT-IR (andlisis cualitativo de los grupos funcionales

presentes en la PCL).

Analisis por FT-IR.

La espectroscopia de infrarrojo se emplea para determinar la estructura molecular,
grupos funcionales o para identificar compuestos desconocidos.

En el espectro producido, grupos especificos de atomos en la molécula dan como
resultado bandas caracteristicas de absorcién, por lo que de esta manera pueden

identificarse.
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Tabla 11. Caracteristicas de absorcion en el infrarrojo de algunos grupos funcionales.”®

Enlace
C—H
=C—H
Cc=C
=C—H
O—H
cC-0
AN
//C—H
H
C—N
C=0

_ Intervalo de
Tipo de compuesto . 1
frecuencias (cm™)

Alcanos, grupos alquilo 2850-2960
3020-3100
Alquenos
1640-1680
3300
Alguinos
2100-2260
3400-3650
Alcoholes
1050-1150
3030
Anillos aromaticos 1660-2000
1450-1600
3300-3500
Aminas
1030-1230

Compuestos de
1670-1780
carbonilo®

a. acidos carboxilicos, esteres, aldehidos y cetonas

La region util de un espectro de infrarrojo comprende de los 4000 a los 400 cm™.

En el espectro existe una regién compleja que va de los 1500-400 cm™ que se

conoce como huella digital. Algunos grupos funcionales con bandas caracteristicas

nos permiten definir que compuesto se tiene.
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De acuerdo a los valores de la tabla 1 se puede identificar en el espectro de la
muestra analizada (Anexo, Fig.20) los siguientes grupos funcionales; un grupo
C=0 a una absorcién de 1720.95cm™ y un pico caracteristico de un C-H de
2944.39-2865.32cm™, que definen al polimero de la PCL.

Analisis por RMN-H.

En la Fig.21 (Anexo) se observa el espectro de RMN-H* de la PCL, donde se ven
los desplazamientos quimicos que identifican a los diferentes tipos de hidrogenos

presentes en el polimero.
e ad=1.4 ppm los protones del grupo —-CH,—CH,—CH>—CH>—CH>—
e ad=1.6 ppm los protones del grupo -CH,—CH,—CH,—CH,—CH,,

O

e a0=2.3 ppm los protones del grupo —C—ChHy

e a0=4.05 ppm los protones del grupo CH,— CH,—O

Analisis de difraccion de Rayos X en polvo.

La técnica de rayos X, permite estimar el grado de cristalinidad de un polimero, en
un difractograma se puede analizar cuantitativamente las fases cristalinas. En la

figura 22 (Anexo) se muestra el espectro de la PCL.

Integrando los picos que aparecen en el difractograma se obtiene el area de la
fase cristalina. Con el valor del area de la fase cristalina se procedio a calcular el

porcentaje de cristalinidad de la PCL de la siguiente manera:

A
%c=%*100
T

% c = porcentaje de cristalinidad

52



Resultados

A7 = Area total
Ac = Area de la fase cristalina

Dando como resultado un 44.5% de cristalinidad, por lo tanto se le puede

considerar como un polimero semicristalino.

Analisis termogravimétrico y DSC.

El analisis térmico incluye un grupo de técnicas en las cuales una propiedad fisica
de la sustancia es medida como una funcion de la temperatura mientras la

sustancia esta sujeta a un programa de temperatura controlada.

La T4 es una temperatura caracteristica de los polimeros amorfos y la T, es una
temperatura que se manifiesta en los polimeros cristalinos y semicristalinos. La Tn,
para la PCL se reporta entre un intervalo de 58-62°C.?° El anélisis por DSC que se
realiz6 a la PCL, usando Novozym 435 como biocatalizador y R-134a como

disolvente, mostro una temperatura de fusion (Tr,) de 61.62°C (Anexo Fig. 23).

El TGA determina el comportamiento del polimero en funcion de un aumento de
temperatura. En un termograma caracteristico de la PCL se esperaria una
disminucién de peso conforme aumenta la temperatura sin embargo esta
tendencia no se present6 en el analisis ocurriendo todo lo contrario, es decir; en el
termograma (anexo Fig. 24) se observa una ganancia en peso de la muestra. El
analisis se repitid y los resultados fueron similares a lo que se vio en el primer
termograma. Este comportamiento no se pudo explicar, ya que existen algunas

circunstancias fuera del alcance de este estudio que pudieron alterar este analisis.
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VI. CONCLUSIONES.

Se logré determinar que la cantidad recomendable de biocatalizador CalB(C-
LECTA) para llevar a cabo la polimerizacion por apertura de anillo de la PCL fue
de 10% en peso respecto al volumen de CL.

Los mejores resultados con la CalB(C-LECTA) como biocatalizador, fueron un
Mn=19,148g/mol, un rendimiento del 93% y un PDI de 1.52, a 24 horas de reaccion

usando tolueno como disolvente.

El uso del R-134a como disolvente, para la polimerizacion de la CL catalizada por
la CalB(C-LECTA), permiti6 obtener mejores resultados (Gréafica 4) que con

tolueno, debido a las propiedades que distinguen al disolvente.

Se demostré que la CalB(C-LECTA) puede ser una opcién para sintetizar la PCL,
ya que al comparar los resultados alcanzados con la Novozym 435, la CalB(C-

LECTA) obtuvo mejores pesos moleculares.

La polimerizacion en masa demostro que los disolventes mejoran la polimerizacion

enzimatica de la CL.
El polimero caracterizado presento un 44.5% de cristalinidad, con este porcentaje

se le puede considerar como un polimero semicristalino. El polimero mostro una
T de 61.62°C.
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Anexo

Figura 19. Espectro de RMN-H* de la PCL.
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Aexo PCL-04 (DSC) 02.03.2010 14.56:37
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0-
; ]
i
4
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Peak 6182°C X
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Aexo PCL-04 (TG) 02.03.2010 13:28:35
Step 0.6923% . mg -
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