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Abrebiaciones:

5-VL d-Valerolactona

"HRMN Resonancia Magnética Nuclear de protén
BHB Acido 2,2-bis(hidroximetil)butirico
BHP Acido 2,2-bis(hidroximetil)propidnico
CALB Lipasa B de candida antartica

CALB Lipasa de Candida antartica lipasa B
CFS’s clorofluorocarbonos

GPC Cromatografia de permeacién en gel
Lipasa A Lipasa de Aspergillus niger

Lipasa CA Lipasa de Candida antartica

Lipasa CC Lipasa de Candida cylindracea
Lipasa CR Lipasa de Candida rugosa

Lipasa PC Lipasa de Pseudomonas cepacia
Lipasa PF Lipasa de Pseudomonas fluorescens
Lipasa PR Lipasa de Penicillium roqueforti
Lipasa RJ Lipasa de Rhizopus japonicus
Lipasa RM Lipasa de Rhizomucor meihei
Lipasa YL Lipasa de Yarrowia lipolytica

M, Peso molecular numeral

My Peso molecular promedio

PAA Polimerizacion por apertura de anillo
PBS Poli(succinato de butileno)

PCL Poli-e-caprolactona

PDI indice de polidispersidad

PDI indice de polidispersidad

PEAA Polimerizacion enzimatica por apertura de anillo
PET Poli(etilentereftalato)

PGA Acido poli(glicélico)

PPL Lipasa de pancreas porcino

PVL Poli-d-valerolactona

scCO, diéxido de carbono super critico
TFE 1,1,1,2-Tetrafluoroetano

e-CL e-Caprolactona



1. Introduccién

Los poliésteres son un grupo de materiales poliméricos que tiene un gran
impacto en nuestra vida diaria. Su extensa variedad y su amplia gama de
propiedades los hacen 6ptimos para una gran diversidad de aplicaciones.
Plasticos como el tereftalato de polietileno (PET) y el poli(succinato de butileno)
(PBS) han sido usados extensivamente, generado un gran aumento en la
produccion y comercializacion de estas macromoléculas durante el dltimo
medio siglo. Una de las caracteristicas generales de estos polimeros es que
presentan baja degradacion y compatibilidad biolégica, ademas su sintesis
involucra el uso de catalizadores e iniciadores toxicos, altas temperaturas
(>150 °C) y disolventes orgénicos, lo cual limita su uso en aplicaciones
biomédicas.

La necesidad de materiales dirigidos y disefiados para aplicaciones biomédicas
exige el desarrollo de materiales biodegradables y biocompatibles, idealmente
provenientes de recursos renovables y sintetizados mediante procesos no
toxicos. Descubierta en 1993, la polimerizacion enzimatica por apertura de
anillo (PEAA) podria ser una de las aplicaciones mas atractivas en el campo
industrial en la obtencidén poliésteres biodegradables debido a que es una

alternativa no téxica a la sintesis convencional de dichos polimeros®.

La ventaja de este método reside en la alta eficiencia y especificidad de
algunas enzimas frente a lactonas ciclicas de entre 4 y 7 carbonos®. Ademas
las reacciones se llevan a acabo en condiciones suaves de temperatura y pH.
Este novedoso enfoque de las transformaciones via enzimética permite la
produccion de polimeros sin residuos dafinos, adicionalmente, los
catalizadores enziméaticos son facilmente reciclables, no producen residuos
toxicos y al tratarse de proteinas de origen natural, pueden ser desechados con
relativa facilidad.

La PEAA utiliza enzimas como catalizadores en medios de reaccién en un
ambiente de escasez de agua, de esta manera, la enzima es capaz de realizar
reacciones de poliesterificacion y politransesterificacion. Los fluidos

comprimidos como el 1,1,1,2-Tetrafluoroetano (TFE) liquido y diéxido de
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carbono super critico (scCO,), son excelentes disolventes para procesos
ambientalmente benignos ya que no son toxicos, no destruyen la capa de
ozono y son facilmente reutilizables. Estos medios de reaccidn presentan
grandes ventajas sobre los solventes convencionales: tienen gran difusividad y
baja tension superficial, sus propiedades son ajustables, tienen gran capacidad
de solvatacion y permiten la recuperacion de los productos por precipitacion en

el mismo medio ajustando sus propiedades fisicas.

Si bien los poliésteres lineales tienen un gran potencial como biomateriales
debido a los enlaces éster presentes a lo largo de su cadena, hoy en dia se
buscan materiales hiperramificados debido a su versatilidad y aplicaciones
especificas como liberacién controlada de farmacos y andamios moleculares
entre otras. De manera general, los poliésteres hiperramificados tienen una
menor viscosidad, mejor solubilidad, mayor degradabilidad y mayor
compatibilidad biolégica en comparacion con los polimeros lineales. EI cambio
en sus propiedades se debe al aumento en la cantidad de grupos funcionales

terminales presentes en su estructura.

La d-Valerolactona (8-VL), lactona ciclica de 6 carbonos, se ha polimerizado
exitosamente mediante PEAA utilizando lipasas de diferentes origenes: lipasa
de Candida cylindracea (lipasa CC), lipasa de pancreas de porcino (PPL),
lipasa de Rhizopus Japonicus (lipasa RJ) y lipasa B de Candida antartica
(CALB). En todos los casos se obtuvo poli- 8-valerolactona (PVL) de bajo peso
molecular'®. Existen pocos reportes de la obtencién de PVL hiperramificada,
entre los que destaca el trabajo de LOpez Luna y colaboradores. Dichos
autores obtuvieron el poliéster hiperramificado al realizar la co-polimerizacién
de la 8-VL con acido 2,2-bis(hidroximetil)butirico (BHB) utilizando TFE y scCO,

como medio de reaccion.

En este proyecto se desea llevar a cabo la sintesis de un poliéster
hiperramificado a partir de la co-polimerizacion de &-VL con &cido 2,2-

bis(hidroximetil)propiénico (BHP), enfocado a una posible aplicacion biomédica.



2. Antecedentes

2.1 Biomateriales

El término biomaterial ha cobrado gran importancia en las ultimas dos décadas
debido a la necesidad de materiales biocompatibles en el desarrollo de
tecnologia ligada a ingenieria de tejidos, medicina regenerativa y la
bionanotecnologia. De acuerdo con David F. Williams, un biomaterial es “una
sustancia que ha sido disefiada de tal manera que, por si sola 0 como parte de
un sistema complejo, dirija el curso de cualquier procedimiento terapéutico o
diagnéstico, en el campo médico” *°. Estos materiales por lo general provienen
de materias primas naturales, son producidos por procesos naturales (o
inspirados en ellos) y tienen la capacidad de coexistir en sistemas biol6gicos
sin dafiarlos. Durante las dltimas dos décadas se ha avanzado
significativamente en el desarrollo e implementacién de biomateriales para
aplicaciones biomédicas tales como, estructuras nano-porosas, andamios para
el crecimiento de tejidos y células, asi como la liberacion controlada de

farmacos®.

Los materiales de esta naturaleza tienen una serie de propiedades fisicas,
bioldgicas, quimicas y biomecanicas muy especificas, ademas su degradacion
no es toxica y se lleva a cabo a través de hidrélisis. Obtener materiales con
estas caracteristicas ha sido un gran reto para la ciencia, sin embargo, estos
compuestos estan remplazando a aleaciones metélicas y materiales ceramicos.
En 2003 la venta de biomateriales ascendié a 7 billones de ddlares en los
Estados Unidos y se espera que en los proximos afios aumente su mercado’.

2.1.1 Poliésteres como bhiomateriales

Los poliésteres alifaticos han sido ampliamente investigados por ser materiales
con buenas propiedades de degradabilidad biolégica y capacidad para ser
asimilados por el organismo. Estas propiedades se deben a la presencia de
grupos éster a lo largo de su cadena polimérica®®, los cuales hacen que estos
materiales sean susceptibles a la hidrolisis (quimica y enzimética) y al

reconocimiento biologico.



Una gran ventaja de estos polimeros es que son facilmente hidrolizables en
medios acuosos (como fluidos corporales), ademas, los compuestos
producidos durante su degradacién son metabolizados o excretados por los
rifones. Un ejemplo es el acido poli(glicélico) (PGA), que es el poliéster alifatico
lineal méas simple, el cual junto con sus co-polimeros, es utilizado actualmente

en suturas biodegradables.

Si bien los poliésteres lineales tienen un gran potencial como biomateriales, el
desarrollo de materiales se ha orillado por obtener poliésteres hiperramificados
debido a su alta funcionalidad. En comparacién con un poliéster lineal, el cual
tiene un grupo funcional en cada extremo de su cadena, los hiperramificados
presentan un grupo funcional en cada una de sus ramificaciones. La
modificacién de los grupos funcionales presentes en la macromolécula permite
ajustar algunas de sus propiedades fisicas tales como, temperatura de
transicion vitrea, solubilidad, viscosidad y degradabilidad para diferentes
aplicaciones especificas.

2.1.2 Poli-d-valerolactona (PVL)

La PVL es un poliéster alifatico que llama la atencién debido a su buena
biodegradabilidad, biocompatibilidad y permeabilidad. Actualmente, la sintesis
de PVL lineal y la de sus co-polimeros puede ser realizada mediante dos
diferentes métodos, polimerizacidbn en masa o polimerizacion en solucion. Los
catalizadores comunmente usados en esta reaccibn son compuestos
organometalicos a base de aluminio, estafio, carbono y fosforo. El contenido de
residuos metalicos provenientes de estos procesos, ponen en entredicho la
posibilidad de usar estos materiales en aplicaciones biomédicas.

Aunque la PEAA ha sido desarrollada ampliamente en las ultimas dos décadas
como una ruta alternativa para la sintesis de poliésteres libres de compuestos
metélicos, existen pocos reportes sobre la sintesis de PVL a través de esta
metodologia’®*’. La 8-VL se ha logrado polimerizar mediante PEAA utilizando

lipasas de diferentes origenes: lipasa CC, PPL, lipasa RJ y CALB, sin embargo,



la PVL obtenida fue de bajo peso molecular'®. La sintesis enzimatica de PVL
hiperramificada solo esta reportada por Lopez Luna y colaboradores®, quienes
obtuvieron el poliéster hiperramificado al realizar la co-polimerizacion de la 6-VL
con BHB utilizando TFE y scCO, como medio de reaccion. En dicho estudio el
BHB actia como centro de ramificacion debido a que es una molécula

trifuncional.

2.2 Polimerizacion de lactonas por apertura de anillo (PAA)

La polimerizacion por apertura de anillo de lactonas es un atractivo método
para sintetizar poliésteres alifaticos porque proporciona una ruta para controlar
las propiedades fisicas y el indice de polidispersidad (PDI) de los materiales. La
polimerizacion quimica puede ser cationica, anidnica y por activacion del
mondémero. De forma generalizada, en este tipo de reaccion el mondmero

ciclico es abierto para producir un polimero lineal.

La polimerizacion de lactonas por apertura de anillo catidnica, cuyo mecanismo
de iniciacion se ilustra en la Figura 2.2.1, implica la formacion de iones con
carga positiva, los cuales son posteriormente atacados por el monémero,

desencadenando la reaccién de polimerizacion®?.
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Figura 2.2.1 Mecanismo de iniciacion de polimerizacion por apertura de anillo cationica.

Por otra parte, la polimerizacion por apertura de anillo aniénica de ésteres
ciclicos se lleva a cabo por el ataque nucleofilico de un compuesto con carga
negativa sobre el atomo de carbono del grupo carbonilo o bien sobre el
carbono adyacente al oxigeno*?. El mecanismo de iniciacién de esta reaccion

se ilustra a continuacion en la Figura 2.2.2.
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Figura 2.2.2 Mecanismo de iniciacion de polimerizacion por apertura de anillo anionica®.

En la polimerizacion por apertura de anillo por activacién del monémero, como
se muestra en la Figura 2.2.3, el monémero ciclico debe ser activado para que

sea susceptible a un ataque nucleofilico al carbono del enlace éster™

"
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Figura 2.2.3 Mecanismo de iniciacién de polimerizacion por apertura de anillo por activacién del

‘ .. 13
monomero por acido

2.3 Catalizadores enziméticos

Las enzimas, catalizadores biol6gicos o biocatalizadores, participan en el
metabolismo de los organismos vivos facilitando una gran diversidad de
reacciones. Entre otras funciones, son capaces de sintetizar polimeros
naturales, tales como polisacéaridos, proteinas y poliésteres entre otros. Las
enzimas, son una atractiva alternativa al uso de catalizadores metalicos ya que
son altamente especificas respecto a su sustrato, presentan alta actividad
catalitica, su origen se encuentra en fuentes renovables, no son toxicas y
utilizan condiciones suaves de reaccion (temperatura, presion y pH). Debido a

esto, su uso en la industria ha adquirido gran relevancia recientemente.

La necesidad de desarrollar procesos y productos ecolégicamente benignos ha
hecho de la catdlisis enzimatica una de las herramientas mas prometedoras en
la creacion de nuevos compuestos, entre ellos se estudia la produccién de

polimeros. Las enzimas pueden actuar de manera eficiente como catalizadores



en la produccién y reciclaje de polimeros biodegradables a través de la
reaccion de PEAA. Ademas, debido a su regio y enantio-selectividad, son una

gran herramienta en la sintesis de materiales.

2.3.1 Uso de enzimas en disolventes no convencionales

De manera natural, las enzimas son catalizadores que se encuentran y actian
en disolucién acuosa dentro de los seres vivos, sin embargo, su actividad no

esta limitada a los medios acuosos de reaccion.

Se conoce como “medios no convencionales” a fluidos utilizados para llevar a
cabo reacciones enziméticas en condiciones de minimo contenido de agua. La
enzimologia en medios no acuosos empez6 a estudiarse por Dastoli y Price en
1966 mostrando inmediatamente las ventajas de utilizar solventes organicos
junto con estos catalizadores. Klibanov, en 1984, demostr6 que algunas
hidrolasas pueden ser mas activas y estables en disolventes organicos
anhidros™. Actualmente, existen diversos estudios de actividad y reaccion

enzimatica realizados en disolventes organicos, gases y fluidos comprimidos.

Existe un sin numero de ventajas al utilizar catalizadores enziméticos en
medios con escasez de agua, por ejemplo: llevar a cabo reacciones que no son
posibles en medios acuosos, mejor solubilidad de sustratos organicos o mayor

estabilidad enzimética, entre otras.

En estas condiciones, algunas lipasas exhiben una alta actividad catalitica en
un intervalo de temperatura de entre 90 y 120 °C por tiempos relativamente
extensos. Ademas, permiten que las lipasas catalicen reacciones de PEAA en
lugar de su habitual catélisis hidrolitica.
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2.3.2 Lipasas

En particular, las lipasas son enzimas ampliamente distribuidas en la
naturaleza. Pertenecen a la familia de las hidrolasas que catalizan la hidrdlisis
de ésteres de acidos grasos en medios acuosos (en organismos Vivos).

De manera general, las lipasas tienen una estructura similar, presentan un
plegamiento a/B, su sitio activo es una "triada catalitica" compuesta de un
residuo de serina nucleofilica estabilizado por un puente de hidrégeno en el
enlace con histidina y aspartato o glutamato, y algunas tienen una “tapa” movil
gue cubre el sitio activo, la cual se abre en presencia de una interfase

lipido/agua.

En 1993 dos grupos independientes descubrieron que las lipasas inducen la
polimerizacion por apertura de anillo de la ¢ -caprolactona ( ¢ -CL) y de la 6-VL.
Estos hallazgos abrieron las puertas a la sintesis enzimética de poliésteres,
cuyo esquema de reaccion se muestra en la Figura 2.3.1.

Ahora es bien sabido que las lipasas se pueden utilizar como biocatalizadores
en reacciones de esterificacion, transesterificacion, hidrélisis, amindlisis,
politransesterificacion, poliesterificacion. Es preferible que las reacciones de
este tipo se realicen en medios no acuosos ya que, la reaccién de hidrolisis se
ve favorecida en dichos medios, ademas de la baja solubilidad de las lactonas

en medio acuso.

Lipasa

HO o "

Figura 2.3.1 Esquema de PEAA
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La produccion enzimética de poliésteres se ha realizado de manera exitosa
utilizando lipasas de diferentes origenes, la Tabla 2.3.1 muestra las hidrolasas

utilizadas cominmente en este tipo de polimerizacién. *°

Tabla 2.3.1 Algunas lipasas utilizadas en la sintesis de poliésteres in vitro y sus

abreviaciones.

Origen de la lipasa Abreviatura
Candida cylindracea Lipasa CC

Pseudomonas fluorescens Lipasa PF
Lipasa de pancreas porcino  PPL

Aspergillus niger Lipasa A

Candida rugosa Lipasa CR
Penicillium roqueforti Lipasa PR
Pseudomonas cepacia Lipasa PC
Rhizopus japonicus Lipasa RJ
Rhizomucor meihei Lipasa RM
Candida antartica Lipasa CA

Candida antartica lipasa B CALB
Yarrowia lipolytica Lipasa YL

2.3.3 LipasaB de Candida antartica (CALB)

La cepa de Candida antarctica es capaz de producir dos distintas lipasas, las
isoenzimas A y B. La diferencia entre estas lipasas radica en que la isoenzima
A no es especifica, es dependiente del calcio y presenta alta termoestabilidad;
por el contrario, la lipasa B es independiente del calcio y es menos

termoestable.

La CALB es una enzima con una amplia gama de aplicaciones industriales
debido a que presenta una alta enantioselectividad, gran versatilidad de
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sustratos, estabilidad térmica y estabilidad en solventes organicos. Consta de
317 residuos de aminoacidos y tiene un peso molecular de 33273 g/mol. Su
sitio activo esta constituido por la triada catalitica de serina(Serl05)-
histidina(His224)-acido aspartico(ASP187) caracteristico de las serina
proteasas™®. En la Figura 2.3.2 se muestra una imagen de la estructura

tridimensional de la CALB.

Figura 2.3.2 Estructura de la CALB.

En comparacién con otras lipasas, la CALB carece de la tapa que cubre el sitio
catalitico de la mayoria de las lipasas, lo cual permite que esta enzima tenga

actividad sin presencia de una interfase.

De manera inmovilizada, se ha probado que la CALB soporta una gran
variedad de condiciones de reaccion y es utilizada en un gran namero de
reacciones de manera eficiente. La forma comercial mas ampliamente usada
es la CALB soportada sobre una resina de Lewattit VOC 1600 esférica, con

nombre comercial Novozym435 de Novozymes (Dinamarca), sin embargo, hoy
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en dia existen varios proveedores de este mismo producto al estar vencidos
los derechos de patente, entre otros la empresa alemana C-Lecta. Esta lipasa
presenta actividad catalitica en disolventes organicos, ademas se ha

observado que en estos medios de reaccién aumenta su estabilidad térmica.’

2.4 Lipasas en la polimerizacion enzimética por apertura de anillo
(PEAA).

La PEAA catalizada por lipasas, podria ser una de las aplicaciones mas
atractivas en el campo industrial para la siguiente generacién de procesos en la
obtencion poliésteres potencialmente biodegradables. A diferencia de otras

enzimas, las lipasas, aceptan un amplio rango de sustratos.

Se ha reportado que la polimerizacién por apertura de anillo de lactonas de
entre 4 y 6 carbonos se realiza eficientemente usando lipasas como
catalizadores. Las propiedades y rendimientos de los polimeros obtenidos varia
al modificar el tamafo del anillo y el origen de la lipasa, en algunos casos se
obtienen pesos moleculares y rendimientos mayores que aquellos obtenidos

mediante catalisis quimica.*®**

Como se menciond antes, el sitio activo de las lipasas es una "triada catalitica"
compuesta de un residuo de serina nucleofilica estabilizado por un puente de
hidrogeno en el enlace con histidina y aspartato o glutamato. El residuo de
serina nucleofilica participa en el ataque al carbonilo de la lactona para formar
un complejo enzima-lactona inicial o acil-enzima. Posteriormente, ocurre un
ataque nucleofilico del agua al carbonilo del complejo para dar como producto
un hidroxiacido, la estructura abierta de la lactona. La propagacion polimérica
ocurre cuando el atdque nucleofilico proviene de un hidroxilo terminal de la
estructura abierta al carbonilo de otro complejo acil-enzima, dando lugar a un
dimero. Las sucesivas reacciones de condensacion en el sitio activo de la
enzima conducen a la formacién de un polimero de cadena larga, este

mecanismo de reaccion se muestra en la Figura 2.4.1.
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Cabe mencionar que en este tipo de reaccion, el agua contenida en la enzima
participa en dos diferentes rutas. El agua contenida en la enzima decrece a
medida que se utiliza en la hidrélisis del complejo acil-enzima, por otro lado, el
contenido de agua se incrementa debido a las policondensaciones entre los
complejos y las formas abiertas, por lo que se dice que el agua tiene un

comportamiento dindmico en este tipo de mecanismos.?*®

(A) Enzima libre (B) Complejo enzima-sustrato

(o)

Acilacion

esacilacion

Nu-H

Figura 2.4.1 Mecanismo de polimerizacién por apertura de anillo catalizada por lipasa.

2.5 Disolventes utilizados en PEAA

Convencionalmente estas reacciones se llevan a cabo en disolventes
organicos apréticos e hidrofébos como el tolueno, heptano y diisopropiléter,
para evitar la difusion de las moléculas de agua sobre la proteina al medio, lo
cual implicaria la desnaturalizacion de la enzima. Sin embargo, el uso de
“disolventes verdes” como sistemas microacuosos fluidos comprimidos y

liquidos iGnicos es un area creciente de investigacion.
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El primer ejemplo de sintesis enzimatica de poliésteres a partir de lactonas y
macrolidos en agua fue llevada a cabo por Kobayashi y colaboradores en 1998.
En dicha ocasién, los autores obtuvieron rendimientos de hasta el 89% en
masa, siendo la lipasa PC la enzima que mejores resultados mostrd. La
reaccion se llevé a cabo en un sistema de emulsion. Existen otros reportes de
PEAA llevados a cabo en miniemulsiones y micro emulsiones utilizando

surfactantes no iénicos y hexadecano.

Los fluidos comprimidos se utilizaron por primera vez al llevar la PEAA de ¢-CL
en CO; supercritico utilizando lipasa CA como catalizador. En dicha ocasion S.
Kobayashi y colaboradores obtuvieron pesos moleculares promedio alrededor
de 1.1x10* g/mol con altos rendimientos y en estudios posteriores se

sintetizaron materiales con un M,, cercano a 7.3x10* g/mol.

251 1,1,1,2-Tetrafluoroetano (TFE)

El TFE es un fredn que ha sido utilizado desde los afios 80 como refrigerante.
Aunque este compuesto es conocido desde 1934, no fue hasta que el protocolo
de Montreal prohibiera los clorofluorocarbonos (CF’s) cuando éste fredn fue
producido en masa. El TFE se encuentra en la mayoria de los sistemas de
refrigeracion actuales y es considerado un refrigerante de tercera generacion
no téxico, no inflamable, que no destruye la capa de ozono y es facilmente
reciclable. Es gas a temperatura y presiéon ambiental, su punto normal de
ebullicion es de -26 °C, tiene una densidad liquida de 1.3 kg/l (25 °C). Su
temperatura critica es 101.21 °C y su presion critica es 4.059 MPa.?°

Utilizar fluidos comprimidos como el TFE en lugar de disolventes organicos
convencionales tiene muchas ventajas, estos fluidos presentan una enorme
difusividad, gran capacidad de solvatacion y propiedades ajustables
(manipulando las condiciones de presion y temperatura a las que se someten).
Ademas son excelentes medios de reaccion enzimatica ya que disminuyen la
resistencia de la transferencia de masa entre la mezcla de reaccion y los sitios

activos en las enzimas.
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Como medio de reaccién favorece la polimerizacion por PEAA ya que permite
solubilizar sustancias polares y apolares, facilita la separacién por insolubilidad
de los productos finales y, debido a su baja viscosidad y su elevada capacidad

de interpenetracion, permite la rapida difusién del monémero al catalizador?.

2.6 Actividad enzimaticay PEAA en TFE

Yu y colaboradores? analizaron la actividad catalitica de la CALB inmovilizada
después de su incubacién en TFE liquido en un rango de presiones de 2 a 8
MPa y en un intervalo de temperaturas de 30 °C a 60 °C por 7 horas. La
incubacion de la CALB inmobilizada en medio TFE liquido resulté en un
incremento significativo en la actividad hasta un valor maximo de 229%, con
respecto a la actividad inicial y a una presion de 4MPa. Ademas, observaron
una excelente estabilidad térmica al realizar la incubacion de la enzima en este
medio de reaccidén con un incremento en la actividad hasta un maximo de

300% con respecto a la actividad inicial a 30 °C.

Garcia Arrazola y colaboradores demostraron por primera vez la efectividad de
TFE liquido como medio de reaccion en la sintesis de poliésteres catalizada
por lipasas. Ellos realizaron la polimerizacion de € -CL, catalizada por
Novozym435 usando TFE liquido a una presion de 2.5 MPa. El peso molecular
numeral (Mn) maximo alcanzado en este estudio inicial fue de 37,600 g/mol
con un PDI de 1.7. El rendimiento del polimero fue mayor de 95% y no se
observé conversion en ausencia de enzima. En este caso, la temperatura
Optima para la actividad de la enzima en el TFE fue de 65 °C, similar a los
reportes previos en tolueno y scCOs.

Posteriormente Lépez Luna® y colaboradores, llevaron a cabo la sintesis de
poliésteres hiperramificados a partir de BHB, 8-VL y €-CL utilizando condiciones
supercriticas de CO, y TFE liquido como medio de reaccién. Las condiciones
de las reacciones llevadas a cabo con TFE fueron 25 Bar y 65 °C, consiguiendo
un peso molecular maximo de 2700 g/mol, con un rendimiento del 49.07% y un
grado de ramificacién de 0.04. Cabe decir que el CO, comprimido no pudo
usarse en estas reacciones de hiperramificacién debido a la baja solubilidad de

BHB en este fluido inorganico.
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3. Hipotesis y objetivos

3.1 Hipotesis

Si es posible llevar a cabo la co-polimerizacion de la d-Valerolactona (8-VL) y el
acido 2,2-bis(hidroximetil) propidnico (BHP) empleando la CALB como

catalizador, entonces se obtendra un poliéster hiperramificado.

3.2 Objetivo general

Sintetizar enzimaticamente estructuras poliméricas hiperramificadas basadas

en 8-VL utilizando como co-monémero BHP.

3.3 Objetivos particulares

» Determinar las condiciones de reaccion para la produccion de polimeros
hiperramificados de 6-VL modificando la temperatura, tipo de agitacion,
tiempo de reaccion y utilizando diferentes medios de reaccion.

» Caracterizar los materiales obtenidos utilizando técnicas analiticas de
Resonancia Magnética Nuclear de protén (*HRMN) y Cromatografia de

exclusion por tamafio (GPC/SEC).

4. Metodologia

4.1 Materiales

El catalizador empleado fue CALB inmovilizada sobre soporte acrilico esférico
de Lewattit VOC 1600, con una actividad especifica de 6,000 PLU/g (umoles de
laurato de n-propilo producidos por minuto por gramo de catalizador empleado)
y fue adquirido a la empresa C-LEcta (Alemania). Los monémeros utilizados en
la co-polimerizacion fueron §-VL (tetrahidro-2H-piran-2-ona) grado técnico
(Aldrich) y BHP 98% (Sigma). Los disolventes empleados fueron el TFE

mediante el uso de un cilindro de 1,1,1,2-tetrafluoroetano (R-134a) (Dupont
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SUVA R-134a) que fue adquirido a Refacciones STAR SA de CV; metanol
grado industrial y cloroformo grado industrial (Quimica Barsa). Cloroformo
grado HPLC fue adquirido a JT Baker (Mexico).

4.2 Equipos

Los equipos utilizados para la reaccion y purificacién fueron Balanza analitica
(marca Ohaus, modelo AP2105), congelador REVCO a -78°C, Liofilizador
(marca Heto, modelo FD1.0.), parrilla con temperatura y agitacién controlada
(IKA RTC basic ETS-D4), bomba de vacio (diafragma) intermedio Millipore,
equipo Millipore con filtro de membrana de 0.45 ym, bomba de vacio para
disolventes (marca Vacuubrand modelo PC3-RZS2.5) con condensador de
volatiles incorporado para hielo seco/acetona, capacidad total de vacio de
4x10-4 mbar. Propela de agitacion (marca Groschopp, modelo PM6015).

Para la caracterizacion de los co-polimeros se utilizaron los siguientes equipos:
Cromatégrafo de liquido de alta resolucién (HPLC Hewlett Packard HP1050S,
USA) usando columnas de permeacion en gel GPC y equipado con un
automuestreador (HP1100S, USA), un detector Refractive Index Detector 1260
infinity (agil agent, EUA). Las muestras fueron eludidas en cloroformo (HPLC).
La resonancia magnética nuclear (RMN) fue adquirida en un Unity Inova 400
MHz (Varian, EUA), este Ultimo analisis fue realizado por la Unidad de
Servicios y Apoyo a la Investigacion (USAI) en la Facultad de Quimica de la
UNAM)

4.3 Preparacion de materiales

0-VL

La 6-VL se puso en agitaciéon durante 12 h con hidruro de calcio para retirar el
agua presente en el reactivo y posteriormente fue destilada al vacio para retirar
los inhibidores de polimerizacion. Después fue almacenada a 5 °C en un

matraz de bola con tamiz molecular hasta su uso.
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BHP

El BHP fue almacenado a 5°C hasta su uso. Antes de llevar a cabo la reaccion
se congelo6 durante 2 h a -80 °C vy luego se liofilizé para minimizar el contenido
de agua en el sistema.

Enzima
La enzima fue almacenada a 5°C hasta su uso. Antes de llevar a cabo la
reaccion se congel6 durante 2 h a -80 °C y luego se liofilizé para minimizar el

contenido de agua en el sistema.

Reactor
El reactor se limpié con acetona y CO, antes de cada uso y se secO en el
extractor de solventes durante 1 h.

4.4 Condiciones evaluadas

Para determinar las condiciones Optimas de reaccion para la co-polimerizacion
de la d-VL y el BHP, se llevaron acabo polimerizaciones modificando la
temperatura, tipo de agitacion, tiempo de reaccion y utilizando diferentes
medios de reaccién. Ademas, se llevaron realizaron reacciones de control en

ausencia tanto de enzima como de BHP.

Como se menciond el en parrafo anterior, las reacciones se llevaron a cabo
usando dos diferentes medios de reaccion. Por un lado, un sistema
reaccionante en masa, es decir utilizando la 8-VL como medio de reaccion y
por otro lado, un sistema presurizado utilizando TFE en estado liquido.

El efecto de la temperatura en la co-polimerizacién se observé al realizar las
reacciones en masa a dos temperaturas diferentes, 65 °C y 75 °C. Para
estudiar el efecto de la agitacion en la co-polimerizacion, se utilizaron dos
diferentes tipos de agitacion, una accionada por un agitador magnético de cruz
y otra mediante una propela de agitacion.

Las reacciones en las que se utiliz6 TFE liquido como medio de reaccion se
llevaron a cabo a una temperatura de 90 °C, esta temperatura se determiné a
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partir de los resultados de las pruebas de solubilidad descritas en el apartado
4.6.

Tabla 4.4.1 Condiciones evaluadas

Mondmeros Tipo de Tiempo de  Temperatura Tipo de
reaccion reaccion (C9 agitacion
(h)

*3-VL Masa 24 65 Magnética
*3-VL Masa 48 65 Magnética
*3-VL Masa 72 65 Magnética
65 Magnética

*§-VL + 5% BHP Masa 24 Con propela
75 Magnética

Con propela
65 Magnética

*3-VL + 5% BHP Masa 36 Con propela
75 Magnética

Con propela
65 Magnética

*§-VL + 5% BHP Masa 72 Con propela
75 Magnética

e Con propela

0-VL + 5% BHP con TFE 24 90 Magnética
o-VL + 5% BHP con TFE 36 90 Magnética
0-VL + 5% BHP con TFE 72 90 Magnética

* Estas reacciones fueron llevadas a cabo con y sin enzima, el resto de las reacciones
solamente se realizaron en presencia de la enzima.

4.5 Descripcion del sistema de reaccion

Para las reacciones llevadas a cabo en masa, el sistema de polimerizacion
constd de un matraz de bola de 50 ml y agitaciébn continua mediante un
agitador magnético de cruz. Ademas, se utiliz6 una propela de agitacion para
observar el impacto de la agitacion en la co-polimerizacién. En ambos tipos de
agitacion, el matraz se coloc6 dentro de un bafio de glicerina, el cual se instald
a su vez sobre una parrilla de calentamiento con temperatura y agitacion

controlada.
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En las reacciones llevadas a cabo utilizando TFE liquido como medio de
reaccion, el sistema de polimerizacién const6é de un reactor de acero inoxidable
de 40 ml con agitacién continua (mediante un agitador magnético de cruz
accionado por una parrilla agitadora externa). El reactor se colocé dentro de
una chaqueta ceramica eléctrica de calentamiento conectada a un controlador
de temperatura. Otro termopar independiente se usG para monitorear la
temperatura dentro del reactor.

El reactor fue presurizado mediante una bomba de jeringa (ISCO, EEUU) de
100 ml que introduce el fluido comprimido directamente al reactor por accién de

un panel de valvulas de control.

4.6 Pruebas de solubilidad

Se realizaron pruebas de solubilidad del BHP en la lactona con la finalidad de
obtener las condiciones a las cuales es posible llevar a cabo la reaccién. Las

pruebas se realizaron tanto en masa como utilizando TFE como solvente.

Pruebas en masa

Se utiliz6 un matraz de bola de 50 ml con agitacion continua (mediante un
agitador magnético de cruz), se introdujo 13.5 g de 8-VL y 0.9 g de BHP (5%
molar con respecto a 6-VL). Se calenté gradualmente hasta que el BHP se

solubiliz6 completamente, se registré la temperatura alcanzada.

Pruebas con TFE

Se utilizé un reactor de 40 ml con mirillas de zafiro sintético para realizar la
prueba de solubilidad. Para ello se introdujo en el reactor 13.5gde 8-VLy 0.9 ¢
de BHP (5% molar con respecto a 6-VL). La agitacion fue controlada mediante
un agitador magnético en cruz y una parrilla externa donde se descanso el
reactor de mirillas. Se inyectd TFE hasta alcanzar una presion de 12 bar y se
calentd gradualmente hasta que el BHP se solubiliz6 completamente, se
registro la temperatura y presion alcanzada.
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4.7 Determinacién de la actividad enziméatica inicial

La determinacion de la actividad enzimética se realiz6 mediante el método de
hidrélisis de acetato de p-nitrofenilo. Durante el ensayo, la enzima realiza una
hidrolisis sobre el sustrato previamente mencionado dando como producto p-
nitrofenol, este Ultimo es un compuesto que en disolucién acuosa presenta
coloracion permitiendo determinar la concentracion de producto mediante

espectrofotometria UV-visible.

Para la determinacién de la actividad se realiz6 una curva de calibracion
(concentraciéon contra absorbancia) con soluciones patrén de p-nitrofenol. Se
prepararon soluciones con concentraciones de 25, 50, 100 y 250y M en
matraces aforados de 10 ml con buffer de fosfatos (50 mM K;HPO4/KH2POy,
pH 7.0) y 0.2% de emulsificante (Triton X-100).

Posteriormente, se afiadi6 2 mg de enzima, 100 pl de una solucién con una
concentracion 100 umolar de acetato de p-nitrofenilo y 1.9 ml de buffer a una
celda de UV-visible. El espectrofotometro registra el cambio de la absorbancia
con respecto al tiempo durante un periodo de 2 min en el cual la actividad
enzimética presenta un comportamiento lineal en relacion al producto de la

hidrolisis.

Finalmente, es posible determinar la actividad enzimatica al relacionar el
cambio de la absorbancia con respecto al tiempo empleando la curva de

calibracion con la siguiente ecuacion:

Donde: m es la pendiente de la curva de calibracién; n es el cambio de la absorbancia con
respecto al tiempo medido durante el ensayo; V es el volumen en el que se realiz6 el ensayo;

E es la masa neta de enzima utilizada.

El ensayo se midié en una longitud de onda de 410 nma 25°Cy pH 7.
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4.8 Reacciones

Reaccién en masa

Después de llevar a cabo la metodologia preparativa, se carga un matraz de
bola de 50 ml con 13.5 gramos de mondmero ciclico, 0.9 gramos del co-
monomero trifuncional (una relacién 5% molar con respecto a la lactona) y
1.66 gramos del biocatalizador (11% p/p con respecto al peso de los
monomeros). Se utilizaron dos formas de agitacién, una fue accionada por una
parrilla externa y un agitador magnético de cruz, la otra mediante una propela
de agitacion mecénica. El matraz se coloc6 dentro de un bafio de glicerina, el
cual se instalé a su vez sobre una parrilla de calentamiento con temperatura y
agitacion controlada. Como se menciond anteriormente se llevaron a cabo

reacciones a 65 °Cy 75 °C.

Reaccion en TFE

Después de llevar a cabo la metodologia preparativa de los mondmeros y
biocatalizador, se cargd un reactor de 40 ml con 13.5 gramos de mondmero
ciclico, 0.9 gramos del co-mondmero trifuncional (una relacion 5% molar con
respecto a la lactona) y 1.66 gramos de biocatalizador (11% p/p con respecto
al peso de los monémeros) en la presencia de un agitador magnético en cruz
accionado por parrilla de agitacion externa. El reactor se llevd a una presion de
35 bar con TFE con ayuda de la bomba de jeringa ISCO y a una temperatura
de reaccién de 90 °C utilizando el sistema de reaccion descrito anteriormente.

4.8.1 Purificacion de materiales obtenidos

Una vez finalizado el tiempo de reaccion los materiales obtenidos fueron
purificados. Para ello, se agregd cloroformo al matraz o al reactor segun el
caso y se agitd hasta disolver totalmente el polimero. Se filtr6 la enzima a
través de una rejilla y se hicieron dos lavados con cloroformo para recuperar la
mayor cantidad de material posible. Posteriormente, esta mezcla fue goteada
en metanol a 5 °C en una relacién 1:10 con respecto al volumen de cloroformo
usado con el fin de precipitar el producto al mismo tiempo que remover

impurezas y monémero residual.
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El precipitado es separado de los solventes con un filtro Millipore de tamario de
poro de 45 pm para, finalmente, ser secado durante 3 h con una bomba de alto

vacio a una temperatura de 30 °C para retirar trazas de disolventes.

Después de la purificacion, los materiales fueron pesados y se calcularon los

rendimientos de cada reaccion utilizando la siguiente ecuacion:

masa del polimero recuperado (g) 100
E3

Rendimiento (%) = ~
(%) masa total de monomeros (g)

4.9 Caracterizaciéon de los materiales

4.9.1 Resonancia Magnética Nuclear de protén (‘HRMN)

Los materiales obtenidos se analizaron mediante Resonancia magnética
nuclear de proton en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion de la
Facultad de Quimica (USAI-UNAM). El analisis se realiz6 con 50 mg de
muestra disuelta en 2 ml de cloroformo deuterado (CDCI3;) a 400 MHz.

Una vez ubicadas las sefales caracteristicas de los segmentos lineales y de
los puntos de ramificacion en la cadena polimérica (los espectros utilizados se
muestran en el apartado 5.3), se calcul6 el porcentaje de incorporacion total de
BHP a través de la integracion de dichas sefiales utilizando las siguientes

ecuaciones:

f S12
nHgyp

XBHPtotal =
fs1.2 + f52_3
nHpyp = nHyy

%inCBHP - XBHP * 100

Donde: Xgppiota €S la fraccién molar de BHP incorporada al polimero; S si, es la integracién
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de las dos sefiales en 1.2 ppm; [ s,z es la integracion de la sefial en 2.3 ppm; nHgyp €s el

namero de hidrégenos metilicos del BHP; nH,.y. es en nimero de hidrégenos de la lactona

correspondientes a la sefial en 2.3 ppm.

Asimismo, se calculé el grado de ramificacién o “Degree of branching” (DB) que
es una relacion estadistica entre las ramificaciones y los segmentos lineales de
una macromolécula. El DB puede calcularse facilmente utilizando la integracion
de las sefiales de *HRMN. Los valores de esta relacién varian entre 0 y 1,
siendo 0 un polimero lineal y 1 para un polimero con estructura perfectamente
dendritica. De acuerdo con H.Frey y D.Hélter?®, el grado de ramificacion es

calculado de la siguiente manera:

fsbu.z
nHgyp
nHgyp = nHgyp = nHy,

XBHPram =

Xp, = 1= Xpupram

1—Xpys
(2 = Xpy)?

Donde: Xgnpram €S la fraccién molar de BHP incorporado como centro de ramificacién; [ sy

DB =2

es la integracion de la sefial a menor campo en 1.2 ppm; [ sp1- es la integracion de la sefial a

mayor campo en 1.2 ppm; [ s »3 es la integracién de la sefial en 2.3 ppm; nHgyp s el nimero

de hidrogenos metilicos del BHP; nH,.y. es en numero de hidrégenos de la lactona

correspondientes a la sefial en 2.3 ppm; Xp_ representa la fraccion molar de segmentos

lineales presentes en el polimero; DB es el grado de ramificacion.

4.9.2 Cromatografia de exclusiéon por tamafio (GPC/SEC)

La Cromatografia de permeacion en gel se realizé en un equipo HPLC con un
detector Refractive Index Detector y dos columnas en serie PLGEL 10 cm
MIXED-B 300 x 7.5 mm (1106-6100 LS, Varian, USA) montadas en un
termostato a 30 °C (1200-G1316, Agilent, USA). La fase movil fue cloroformo
grado HPLC a la temperatura del termostato y a un flujo de 1mL/min. Las

muestras se prepararon disolviendo 5 mg de polimero en 2 ml de cloroformo
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grado HPLC. Posteriormente se filtré dicha disolucion a través de un filtro de

membrana.

La GPC permite determinar la distribucion de pesos moleculares de los
materiales debido a la diferencia en el volumen hidrodinAmico de las
moléculas. Al comparar los tiempos de retencion de los co-polimeros
sintetizados enzimaticamente contra los de estandares de peso molecular
conocido, es posible determinar el peso molecular numeral (Mn), el peso
molecular promedio (Mw) y la polidispersidad (PDI), parametros muy

importantes en la caracterizacion de los polimeros.

21 MiN; _ X2 MEN, ppp = Mw

M, = <% = S
" i=1 Vi v i=1 M;N; M,

Definiciones de M,, M,, y PDI donde: M; es el peso molecular de la molécula “i"; N; es el

numero de moléculas “i” en la muestra.

Los célculos necesarios para obtener los valores de estos pardmetros fueron
realizados por un software acoplado al Cirrus, GPC (version para ChemStation)

previamente calibrado con estdndares de poliestireno de PDI estrecho.
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5. Resultados y discusion

5.1 Pruebas de solubilidad

Las pruebas de solubilidad en masa demostraron que el BHP es soluble en la

d-VL a una temperatura de 63 °C. Por otro lado, el BHP fue soluble a 90 °C en

el sistema con 6-VL y TFE en estado liquido como medio de reaccién. La

diferencia entre las temperaturas de solubilidad del BHP indica que la

solubilidad cambia por la presencia del TFE.

5.2 Actividad catalitica inicial

A continuacion se presenta la curva de calibracion realizada para la medicion

de la actividad enzimatica inicial junto con la tabla de resultados.
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Gréfica 5.2.1 Curva patrén de absorbancia de p-nitrofenol.

Tabla 5.2.1 resultados de la medicién de actividad enziméatica

n (dA/t) V Rxn(L) Enzima (g) Actv umol/(min*g)

1.3943 0.002 0.0000816 4677.72

0.9928 0.002 0.0000612 4440.98

1.2139 0.002 0.0001054 3152.90

1.5681 0.001 0.000068 3156.48
Promedio

pmol/(min*g)

3857.02
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Los resultados muestran que la enzima presenta actividad catalitica al inicio de
la reaccion, después de llevar a cabo la metodologia preparativa. Esta
informacion nos permite asegurar que la CALB no se desactiva al congelarse y

al retirar el exceso de agua durante la liofilizacion.

5.3 Caracterizacion de materiales mediante "HRMN y GPC/SEC

Los materiales obtenidos se analizaron mediante *HRMN, el estudio se utilizé
para determinar la composicion de los co-polimeros obtenidos. Al comparar los
espectros de PVL lineal (Figura 5.3.1) con los espectros del polimero
ramificado (Figura 5.3.2), encontramos algunas diferencias que evidencian la

polimerizacion de la lactona y el BHP.

0 I O T TR, O 7 IO W .0 77 [ S, - T IO, B . . O .0 RS TN ) TR
PPM 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1.2 1.0 08 06 04 02

Figura 5.3.1'"HRMN de PVL lineal.
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Figura 5.3.2 '"HRMN de PVL hiperramificada,

El espectro del polimero ramificado presenta dos sefiales alrededor de 1.2 ppm
ademas de una serie de sefiales cerca de 4.2 ppm que no aparecen en el
espectro del polimero lineal. De acuerdo con Velthoen y colaboradores®
quienes analizan el espectro de Poli-g-caprolactona (PCL) sustituida con BHP
sintetizada mediante un catalizador de octanoato de estafo, dichas sefales
corresponden a los hidrogenos del carbono del grupo hidroximetilo del BHP.

La Figura 5.3.3 muestra el espectro de *HRMN del BHP, donde observamos
qgue dichas sefiales efectivamente son caracteristicas de BHP, sin embargo,
hay un corrimiento hacia la izquierda de las sefales en 3.9, 4.0 y 4.1 ppm,
tanto en los espectros de los co-polimeros obtenidos en este trabajo como en
el de los autores previamente citados. La causa de este desplazamiento en las
sefales, corresponde a la sustitucién en los grupos alcoxidos del BHP por
cadenas de PVL, lo cual es un indicador de que la co-polimerizacién se lleva a
cabo.
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Figura 5.3.3'HRMN del BHP en CDCls.

En la Figura 5.3.2 se observan dos sefiales diferentes para los hidrégenos
metilicos del BHP. La sefial a mayor campo identificada con la letra b
representa los hidrogenos del grupo metilo del BHP que esta sustituido en el
carbonilo y en solo un grupo hidroxilo. La sefial a menor campo identificada
como b’ corresponde al BHP sustituido tanto en el carbonilo como en ambos
grupos hidroxilos, siendo este tipo de insercion la que proporciona las
ramificaciones en la estructura.

Por otro lado, la GPC permite determinar la distribucién de pesos moleculares
de los materiales debido a la diferencia en el volumen hidrodinamico de las
moléculas. Al permear por la columna de exclusion las moléculas presentan
diferentes tiempos de retencién, las cadenas pequefias presentaran menor
volumen hidrodindmico y por ende son retenidas por mas tiempo que las

cadenas largas.

Al comparar los tiempos de retencion de los co-polimeros sintetizados
enzimaticamente contra los de estdndares de peso molecular conocido, es
posible determinar el Mn, el Mw y PDI, parAmetros muy importantes en la
caracterizacion de los polimeros. Sin embargo, es de recalcar que los
estandares de calibracion son lineales y muestran un error en general con
respecto a otros analitos de otras estructuras moleculares. En este caso, al
comparar una muestra hiperramificada contra un estandar lineal, es de esperar

gue el peso molecular determinado mediante este técnica sea menor al real.
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5.4 Sintesis de co-polimeros a partir de 8-VL y BHP

En primer lugar se llevé a cabo la polimerizacién de los monémeros a 65 °C en
masa y se hizo una comparacién entre los materiales que se sintetizaron
usando enzima con aquellos donde la enzima no estuvo presente. También se

realizaron reacciones en ausencia del BHP.

Tabla 5.4.1 Resultados obtenidos de la sintesis de polimeros, reacciones a 65 °C.

Enzima BHP Tiempo de PDI DB
(Yomol) reaccion (h)
5 24 1.517 0.037
5 36 1.629 0.034
5 48 1.431 0.031
Si 5 72 1.926 0.029
0 24 1.365
0 48 2.619
0 72 1.430
5 24 1.667 0.056
No 5 36 1.982 0.047
5 48 1.889 0.052
5 72 2.040 0.041

No se obtuvo ningun producto de la reaccién de control de la 6-VL en ausencia
tanto de enzima como de BHP, lo cual coincide con lo reportado por Lopez
Luna y colaboradores®. De acuerdo con dichos autores, se esperaba que la
reaccion procediera solamente via enzimética. Sin embargo, resultados
posteriores hicieron evidente que la polimerizacion sucede cuando se afade
5% de BHP en ausencia de biocatalizador. Esta informacién indica que el BHP,
un acido carboxilico que tiene dos grupos hidroxilos en su estructura, puede
catalizar la polimerizacion de la 8-VL por apertura de anillo por monémero

activado®®.

En las Grafica 5.4.1 y Grafica 5.4.2 se muestran las curvas Mn contra tiempo y
rendimiento contra tiempo de los poliésteres obtenidos a 65 °C. Se observa que
los polimeros lineales obtenidos con enzima en ausencia de BHP, aumentan su
peso molecular y rendimiento paulatinamente conforme avanza el tiempo de
reaccion. No se observa que la reaccién alcance un maximo dentro de las

primeras 72 h de reaccion.
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En contraste, los co-polimeros hiperramificados tienen un mayor crecimiento en

las primeras 24 h de reaccion, alcanzando su mayor rendimiento en este

tiempo.
5000 A
J 65 °C c/lenzimay A
4500 5% BHP
4000 65 °C ¢/5% BHP
sin enzima
3500
=% 65°C c/enzima
3000 sin BHP
<2500
A
2000
1500
1000
A
500
0 X
0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)
Gréafica 5.4.1 Mn de los poliésteres obtenidos a 65 °C.
100% 65 °C c/enzima
y 5% BHP
90%
65 °C c/5%
80% BHP sin enzima
70% =4 65°C c/enzima
2 sin BHP
.EJ 60%
£ 50% _
= A
S 40% '
o
30% 3 A
2
20% » 3
A A
10%
0% X
0 12 24 36 48 60 72
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Gréfica 5.4.2 Rendimiento de los poliésteres obtenidos a 65 °C.

En el caso de los poliésteres hiperramificados obtenidos con 5% de BHP sin
enzima, se observa que el peso molecular alcanza su maximo y se mantiene
constante a partir de las 48 h de reaccion. Por otro lado, los co-polimeros
obtenidos con enzima y 5% de BHP presentaron mayor Mn y rendimiento en
comparacion con los poliésteres obtenidos sin enzima, lo cual prueba que la

reaccion procede exitosamente via enzimética bajo estas condiciones. Sin
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embargo, el Mn cae dramaticamente después de las 48 h de reaccion, dicho
decaimiento es producto de la hidrélisis enzimatica de los poliésteres
obtenidos. La enzima necesita poca agua para mantener la estabilidad de su
sitio activo, el agua producida durante la polimerizacion invierte la reaccién
hacia la hidrélisis de los materiales?. Este fenémeno se abordara con mayor
detalle en el apartado 5.4.1.

Analizando esta informacion, es claro que el proceso de sintesis de los
materiales bajo estas condiciones se lleva a cabo mediante dos rutas
independientes. Una ruta quimica posiblemente catalizada por el BHP y la
reaccion de PEAA que sucede en presencia de la CALB. Al parecer, la sintesis
mediante ambas vias es sinérgica, es decir, los sucesivos productos de estos
dos diferentes mecanismos pueden seguir reaccionando por ambas rutas. Se
ahondara mas al respecto en el apartado 5.7 donde se discute la insercién del

BHP en la macromolécula.

5.4.1 Efecto de latemperatura en la co-polimerizacién

Para observar el impacto de la temperatura sobre la polimerizacion, se llevaron
a cabo reacciones a mayor temperatura (75 °C), los resultados se reportan en
la Tabla 5.4.2.

Tabla 5.4.2 Resultados obtenidos de la sintesis de co-polimeros a 75 °C y 65 °C.

Enzima Temperatura BHP (%mol) Tiempo PDI DB

(°C) de reaccion (h)

5 24 1.517 0.037

5 36 1.629 0.034

65 5 48 1.431 0.031

Si 5 72 1.926 0.029

5 24 1.825 0.044

75 5 36 1.894 0.040

5 48 1.650 0.042

5 72 2.646 0.033

5 24 1.667 0.056

5 36 1.982 0.047

65 5 48 1.889 0.052

No 5 72 2.040 0.041

5 24 1.600 0.044

75 5 36 2.010 0.041

5 48 2.222 0.051

5 72 2.118 0.035
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Los materiales obtenidos a esta temperatura se compararon con los co-
polimeros previamente sintetizados a 65 °C. En la Grafica 5.4.3 se observa que
al aumentar la temperatura a 75 °C, los polimeros obtenidos sin enzima tienen
mayor peso molecular que los poliésteres sintetizados de la misma manera a
65 °C, lo cual es esperado debido al abatimiento de la energia de activacion de
la reaccion con el aumento de la temperatura. Sin embargo, mientras que a 65
°C existe una gran diferencia en Mn entre los materiales sintetizados con y sin
enzima, a 75 °C esa diferencia no existe. Inclusive, los pesos moleculares de
los poliésteres obtenidos enzimaticamente a 75 °C disminuyen con respecto a
los materiales sintetizados por la misma via a 65 °C.

65 °C c/enzimay

5000 5% BHP
4500 65 °C ¢/5% BHP
sin enzima
4000 . & 50C c/enzima y
3500 , 5% BHP "
=™ 750C c/5% BHP “
3000 ¢ sin enzima ® ﬁ
S 2500 E
2000 : " | :
1500 |
1000
500
om
. . . 48 60 72

.36
Tiempo (h)

Gréfica 5.4.3 Comparacion de Mn de los poliésteres obtenidos a 75 °C y 65 °C.

Aunque esta informacion indica que la actividad enzimética podria disminuir
con la temperatura en esta reaccion en masa, es necesario comparar los
rendimientos contra tiempo de las reacciones para hacer un andlisis mas

profundo.
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Gréfica 5.4.4 Comparacion de rendimientos de los materiales obtenidos a 75 °C y 65 °C.

En la Gréfica 5.4.4 se observa que los materiales obtenidos con el
biocatalizador a diferentes temperaturas tienen rendimientos similares, ademas
de ser mayores a los rendimientos de los co-polimeros obtenidos en ausencia
de la CALB. Esto indica que la enzima conserva su actividad durante la
reaccion. La disminucion del peso molecular de los polimeros al aumentar la

temperatura puede ser atribuida a dos diferentes fenGmenos.

Por un lado, el aumento de la temperatura pudo repercutir en un
desplazamiento del equilibrio quimico de la reaccion hacia la hidrdlisis de los
productos debido a la naturaleza de la lipasa. Como se mencioné en el
apartado 5.4, el agua producida durante la polimerizacion invierte la reaccién
hacia la hidrdlisis de los materiales. Al aumentar la velocidad de reaccion de
polimerizacion, por consecuencia también aumenta la hidrolisis. Este fendmeno
también fue observado en el estudio de estabilidad y actividad enzimética

realizado por Yu y colaboradores?.

El efecto de la hidrdlisis enziméatica de los poliésteres también se observa en la

caida del peso molecular de los co-polimeros después de las 48 h de reaccion.
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En contraste, los materiales cuya sintesis no involucra a la lipasa no presentan

este comportamiento.

Por otro lado, de acuerdo con Andrzej Duda y Adam Kowalski®®, en la
polimerizacion por apertura de anillo el equilibrio quimico de la reaccidén esta
determinado por la existencia de mondmero ciclico sin reaccionar. Estos
autores desarrollan la siguiente ecuacién en el primer capitulo de la fuente

citada:

AHY  AS?
[M].q = exp (&~ )

Donde: [M]¢q €s la concentracion de monomero ciclico sin reaccionar al equilibrio; AH,° es la
entalpia estandar de polimerizacion; AS,° es la entropia estandar de polimerizacion; R es la

constante ideal de los gases; T es la temperatura.

Tomando en cuenta que para la 3-VL en este mecanismo de polimerizacion,
tanto la entalpia como la entropia de reaccién son negativas, un aumento en la
temperatura llevaria a un aumento en la concentracién de monémero ciclico sin
reaccionar al equilibrio, es decir, a mayor temperatura menor conversion de

mondémero ciclico.

En el caso de que el equilibrio de la reaccién estuviera determinado por la
concentracion de mondmero ciclico sin reaccionar, se observaria que los
materiales sintetizados a 75 °C tendrian menores rendimientos y pesos
moleculares que aquellos obtenidos a 65 °C. Sin embargo, las reacciones
enzimaticas tienen rendimientos similares y los Mn de los materiales obtenidos
sin enzima presentan una relacion inversa a la esperada si la reaccion hubiese
alcanzado el equilibrio. Por lo tanto, los resultados indican que la hidrdlisis

enziméatica es el fenomeno que determina el equilibrio de la reaccién. Ademas
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esto explica por qué en el mecanismo no enzimtico no decae el peso

molecular de los poliésteres.

5.5 El efecto de la agitacién en la co-polimerizacion

Debido a que la viscosidad del medio de reaccion aumenta al llevarse a cabo la
polimerizacion, la agitacion a través de un magneto sobre una parrilla de
agitacion se ve reducida a lo largo de esta. Esto trae como consecuencia que
el catalizador se asiente en el matraz y no haya un contacto apropiado entre la
enzima y los monémeros. Por ello, se decidio llevar a cabo reacciones donde
se agité con una propela en lugar de un agitador magnético.

Los resultados de la sintesis de co-polimeros a 65 °C con diferentes tipos de

agitacién se muestran en la Tabla 5.5.1.

Tabla 5.5.1 Resultados obtenidos de la sintesis de co-polimeros a 65 °C con diferentes

tipos de agitacion.

Enzima Tipo de BHP (%mol) Tiempo de PDI DB

agitacion reaccion (hr)

5 24 1.517 0.037

Magnética 5 36 1.629 0.034

5 48 1.431 0.031

Si 5 72 1.926 0.029

5 24 1.576 0.028

Con Propela 5 30 1.520 0.029

5 48 1.319 0.027

5 72 2.413 0.025
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Gréfica 5.5.1 Comparacion de Mn de los materiales obtenidos a 65 °C con diferentes

tipos de agitacion.

Como se muestra en la Grafica 5.2.1, Al agitar de manera uniforme durante
toda la reaccion los pesos moleculares de los materiales obtenidos aumentan.
El sistema reaccionante consta de una fase liquida y otra sélida. En la fase
liquida se encuentra el monémero ciclico, cadenas poliméricas en crecimiento y
el BHP disuelto, mientras que en la fase sdlida esta el catalizador enzimatico
soportado en acrilico, siendo esto una catalisis heterogénea ya que ni la CALB

ni el soporte son solubles en el medio.

Al aumentar la agitacién, el catalizador se distribuye en la fase liquida en vez
de asentarse como se observd en las reacciones agitadas magnéticamente.
Asimismo una agitacion mejorada aumenta la transferencia de masa durante la
reaccion, el transporte de los mondémeros al sitio activo de la enzima es mas
rapido y las colisiones entre las moléculas aumenta, provocando un aumento
en el Mn de los materiales. Por otro lado, también aumenta la velocidad con la
gue se hidroliza el material obtenido después de 48 h de reaccion, la pendiente
negativa entre los puntos a 48 y 72 h es mas pronunciada con la agitacién de

propela que en la agitacion con ndcleo magnético.
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Gréfica 5.5.2 Comparacion de los rendimientos de los materiales obtenidos a

65 °C con diferentes tipos de agitacién.

Los rendimientos se observan en la Gréfica 5.5.2, estos parecen disminuir
ligeramente al emplear la propela, lo cual podria deberse al aumento en la

velocidad de hidrdlisis del producto antes mencionada.

5.6 Co-polimerizacion utilizando fluidos comprimidos como medio de

reaccion.

Dados los resultados de las pruebas de solubilidad, la co-polimerizacion
enzimética de la 6-VL y el BHP en TFE liquido se llevd a cabo a una
temperatura de 90 °C y a una presion de 35 bar. BHP resultdé ser muy insoluble
en el TFE liquido a temperaturas inferiores. Cabe decir que el BHP presenta
muy baja solubilidad en sistemas con disolventes organicos convencionales
empleados comunmente en este tipo de reacciones enzimaticas. Los

resultados se muestran a continuacion.
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Tabla 5.6.1 Resultados de la co-polimerizacién realizada en TFE liquido a 90 °C.

Enzima BHP (%mol) Tiempo de PDI DB

reaccion (hr)

5 24 1.771 0.07
Si

5 48 2.266 0.05

5 72 1.454 0.06

65 °C c/enzimay 5%

6000 BHP
=¥ 75°C c/enzimay
5%BHP
5000 :
65 °C c/enzima, 5%
BHP y propela
4000 ;-@ 900 C clenzima, 5%
BHPy TFE
< 3000 3 y A ¢
= & 6
2000 ¢
1000
0@
0 12 24 36 48 60 &
Tiempo (h)

Gréfica 5.6.1 Comparacion de Mn de los materiales obtenidos a 65 °C con la co-

polimerizacién realizada en TFE liguido a 90 °C.

Los resultados de la Grafica 5.6.1 muestran que la polimerizacion con TFE
liguido como medio de reaccion es comparable a la realizada en masa, los
poliésteres alcanzan su maximo Mn a las 24 h para, posteriormente,
hidrolizarse. Se esperaba que tanto el aumento en la temperatura como el uso
de un fluido comprimido tuvieran repercusiones en la velocidad de reaccion.
Como se observé en el apartado 5.4.1, el aumento de la temperatura
incrementa la velocidad de reaccion tanto de la polimerizacibn como de la
hidrolisis. Por ello vemos un aumento del peso molecular a las 24 h de reaccion
comparable con los resultados en masa. También observamos el decaimiento

del Mn atribuido a la hidrélisis enziméatica. Los rendimientos de la reaccion
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llevada a cabo en el fluido comprimido a 90 °C son similares a los de los
materiales sintetizados en masa a 65 °C y se presentan en la Gréfica 5.6.2.

Cabe mencionar que las reacciones en masa se realizan en sistemas abiertos
en donde el agua puede evaporarse, mientras que en los sistemas de
reactores sellados, el agua permanece dentro del reactor y favorece por ende
el proceso de hidrdlisis, ademas el TFE tiene cierta miscibilidad en agua,
siendo ésta de 0.15 g en 100 mL a 25 °C y 12 bar, la cual obviamente aumenta

con la temperatura.
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Grafica 5.6.2 Comparacion de rendimiento de los materiales obtenidos a 65°C con la

co-polimerizacién realizada en TFE liquido a 90 °C.

5.7 Incorporacion de BHP y Grado de ramificacion

Se observa que los materiales con mayor insercion de BHP son los
sintetizados a 90 °C con TFE como medio de reaccién. Los materiales
sintetizados a 65 °C y 75 °C tienen una incorporacion similar que se mantiene
constante a lo largo de la reaccién, sin embargo, se observa que los materiales
obtenidos sin enzima tienen una incorporacion de BHP ligeramente mayor.

Estos resultados podrian indicar que la co-polimerizacion entre el BHP y la PVL

se realiza mediante la ruta quimica y se favorece al aumentar la temperatura.
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Gréfica 5.7.1 Comparaciéon de lainsercion de BHP de los poliésteres hiperramificados

obtenidos.

En la Grafica 5.7.1 se observa el porcentaje total de BHP incorporado a las
macromoléculas. Si se desea ver la proporcibn molar de este co-monémero
gue se encuentra en la molécula como sitio de ramificacion es necesario
calcular el grado de ramificacion con la ecuacion descrita en la metodologia en
el apartado 4.9.1.
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Gréfica 5.7.2 Comparacion del DB de los co-polimeros obtenidos.
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Al analizar los resultados obtenidos del DB, se observa que todas las
reacciones realizadas en masa presentan un comportamiento similar, en el cual
el grado de ramificacion se mantiene practicamente constante a lo largo de
toda la reaccion con una variacion entre 0.03 y 0.05 aproximadamente. Esto
indica que el BHP se incorpora a una velocidad constante durante toda la
reaccion y no actia como reactivo limitante. Al parecer, existe un error
experimental en la sintesis de 36 horas del poliéster obtenido enzimaticamente
a 90 °C utilizando TFE como medio de reaccion. Si se deja de tomar en cuenta

dicho punto, la tendencia del DB para todos los materiales seria el mismo.

Nuevamente se aprecia que los co-polimeros obtenidos sin enzima son
ligeramente mas ramificados, asi mismo, se observa que los materiales de
mayor peso molecular son los que menor DB presentan. Esta informacion se
observa en la Grafica 5.7.3, la cual muestra la relacion entre el Mn y el DB de

los materiales obtenidos hasta el maximo Mn respecto al tiempo para cada

condicion.
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Gréfica 5.7.3 Relacién entre DB y MN de los co-polimeros obtenidos.
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Dado que los materiales mas ramificados fueron sintetizados en ausencia de
enzima y los co-polimeros de mayor peso molecular fueron obtenidos al utilizar
la lipasa, estos resultados indican que la ruta quimica es la encargada de
incorporar las ramificaciones en el co-polimero, mientras que la ruta enzimatica

aumenta la longitud las cadenas.

Por otro lado, se calcularon las fracciones molares de BHP que se incorporan a
la macromolécula como co-mondmero y como centro de ramificacion. Esto nos

ayuda a entender de mejor manera la estructura de los materiales obtenidos.
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Gréfica 5.7.4 Tipo de insercién del BHP en las macromoléculas; Azul: BHP insertado
como centro de ramificacion; Rojo: BHP insertado como co-monémero lineal.

La Grafica 5.7.4 muestra la tendencia del tipo de insercion del BHP en todos
materiales. Se observa que desde las 24 h el BHP se presenta en mayor
proporcion como centro de ramificacibn que como co-mondmero lineal. Es
probable que la lipasa tienda a reconocer méas facilmente moléculas poco
polares durante la sintesis de los materiales (mondmero ciclico). Recordemos
que este tipo de enzimas se encargan de llevar a cabo la hidrdlisis de acidos
grasos. El BHP es una molécula mucho mas polar y dificilmente podria ser
reconocida como sustrato por la lipasa. Esto podria explicar la tendencia

observada en el porcentaje y tipo de insercién de dicho co-mondémero.
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6. Conclusiones

Se llevd a cabo exitosamente la sintesis enzimética de co-polimeros
hiperramificados a partir de 8-VL y BHP. Se obtuvieron mayores pesos
moleculares que aquellos alcanzados en reportes anteriores que utilizan fluidos

comprimidos y monémeros similares.

Se encontraron las condiciones Optimas de reaccion a un tiempo de 48 h, una
temperatura de 65 °C y agitacién constante mediante una propela, obteniendo
un peso molecular maximo de 4800 g/mol y un DB de 0.035.

Se observaron 4 factores que impactan de manera importante la
polimerizacion: el tiempo de reaccidn, la produccién de agua durante la

reaccion, la temperatura de reaccion y la transferencia de masa.

Se encontrd evidencia de que el sistema reaccionante polimeriza mediante dos
rutas no exclusivas y simultaneas, una enzimatica y otra quimica
presumiblemente mediada por acido (BHP), aunque también podria ser

catidnica.
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7. Trabajo futuro

Dado que el agua producida durante la reaccién es un factor que limita
la polimerizacion enzimética, llevar a cabo reacciones en condiciones de
vacio o en condiciones de control del agua producida en las sucesivas
condensaciones podria aumentar los rendimientos y los pesos

moleculares.

Llevar a cabo polimerizaciones en TFE liquido como medio de reaccion
utilizando una propela para agitar, podria mejorar los resultados de la

reaccion en el fluido comprimido.

Llevar a cabo pruebas de solubilidad en TFE con agitacion mejorada, ya
gue una mejor agitacion podria disminuir la temperatura de solubilidad
del BHP.

Llevar a cabo reacciones variando la concentracién de BHP, es posible

gue al aumentar el BHP en la reaccion aumente el grado de

ramificacion.
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