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RESUMEN

Se realizé la sintesis de nuevos materiales poliméricos, mediante la reaccién de
esterificacion de xilitol y &cido succinico con participacion de la enzima Novozym-435, una
lipasa comercial de Candida antarctica soportada sobre resina acrilica. Las reacciones se
llevaron a cabo en un matraz de fondo redondo con agitacion magnética, adaptado a un

condensador recto y sobre trampa de arena.

Se aplico un disefio experimental tipo Draper-Lin con 18 ensayos, utilizando las variables
temperatura, relacion molar acido succinico:xilitol, relacion enzima:sustrato y tiempo de
reaccién; la variable respuesta fue el peso molecular. Los datos fueron procesados con el
Software STATGRAPHICS Centurion XVI y los productos obtenidos se caracterizaron
mediante Espectroscopia IR, Analisis termogravimétrico (TGA), Calorimetria diferencial de
barrido (DSC), Espectroscopia RMN y a tres de los productos obtenidos se les realizé una

prueba de inmersion en suelo natural con el fin testear su biodegradabilidad.

Los materiales de partida utilizados en esta investigacion son obtenidos cominmente de
residuos agroindustriales y de otras fuentes renovables, de baja demanda en la regién. En
tal consideracion, surge el propésito central de esta investigacion, brindar valor agregado a
las materias primas que contienen los sustratos mencionados, mediante el uso de ellos en
la fabricacion de nuevos materiales poliméricos potencialmente biodegradables, a través

de nuevas rutas sintéticas.

Se obtuvieron 2 tipos de productos, por una parte, un material sélido entrecruzado similar a
una resina, insoluble en agua, termoestable y que presenta biodegradacién en condiciones
especificas; y por la otra, un material viscoso, termoestable, soluble en agua y de estructura

lineal con grupos hidroxilos en la cadena polimérica.

Palabras clave: polimerizacion enzimatica, xilitol, acido succinico, Novozym® 435,

polimeros biodegradables, caracterizacion de polimeros.



ABSTRACT

The synthesis of novel polymeric materials through Novozym® 435 (a commercial lipase
from Candida antarctica supported on acrylic resin) catalyzed esterification between xylitol
and succinic acid was developed. Biochemical reactions were carried on a round bottom

flask with magnetic bar, adapted Liebig type condenser and sand bath.

Response surface methodology was employed, a Draper-Lin desing with 18 experiments
was selected, temperature, succinic acid:xylitol ratio, enzyme:substrate ratio and reaction
time were employed as process variables and molecular weight as the response variable;
data were analyzed with STATGRAPHICS Centurion XVI. The obtained products were
individually characterized by Infrared spectroscopy (IR), Thermogravimetric analysis (TGA),
Differential scanning calorimetry (DSC); 3 samples were used in a degradation test in natural

soil.

Starting materials employed in this investigation are commonly obtained from agroindustrial
waste and other renewable sources, low demanded in our region. In this way, the main
objective of this work was provide added value to raw materials used in xylitol and succinic
acid production by giving them an extra use in polymeric material development through novel

synthetic routes.

Two kinds of product were obtained, on one hand, a solid resin-like crosslinked material,
non-water soluble, thermoset and that presents biodegradation under specific conditions;
on the other hand, a viscous liquid, thermoset, water soluble and with linear structure

containing hydroxyl groups attached in polymer backbone.

Keywords: enzymatic polymerization, xylitol, succinic acid, Novozym® 435, biodegradable

polymers, polymer characterization.



INTRODUCCION.

Los polimeros sintéticos surgen por primera vez a mediados del siglo XIX, inicialmente se
producian por transformacion de polimeros de origen natural, muestra de esto es la
vulcanizacion del caucho de Charles Goodyear en 1839 (Europadische Kommission, 1998).
El primer polimero netamente sintético fue la baquelita, obtenida en 1907 por condensacion
de fenol y formaldehido (Baekeland, 1909). En adelante, la investigacién en polimeros
basados en compuestos quimicos derivados de combustibles fésiles se desarrolld
“lentamente”; sin embargo, durante la segunda guerra mundial la escasez de materias
primas obligé a las potencias a emplear nuevos materiales poliméricos los cuales
reemplazaron rapidamente a los ya existentes, por ofrecer una mayor variedad de
aplicaciones (Smith, 1988); no obstante, la utilizaciobn masiva de estas sustancias en
aplicaciones de corto uso, muy por debajo del tiempo de vida, ha provocado la acumulacion
de enormes cantidades de polimeros, convirtiéndose en agentes contaminantes
(Steinbuchel, 1995).

La comunidad cientifica en la busqueda de soluciones ha desarrollado nuevos materiales
poliméricos, en la mayoria de los casos sintetizados a partir de monémeros de origen

natural, con caracteristicas de biodegradabilidad (Kobayashi, 2015).

A finales del siglo pasado surgi6 la sintesis enzimatica como un nuevo método de sintesis
de polimeros con ventajas como la eficiencia catalitica, alta enantio, quimio y
regioselectividad, versatilidad en las condiciones de reaccion y menor impacto ambiental
frente a métodos convencionales. El boom de la quimica verde ha sido el motor de
investigaciones que han desarrollado metodologias mas limpias, culminando con la
aparicion de los nuevos materiales poliméricos con caracteristicas biodegradables
(Kobayashi, 2017).

En el grupo de Quimica de Productos Naturales de la Universidad del Cauca se ha
incursionado en la sintesis de polimeros con potencial biodegradable, mediante el
desarrollo del proyecto Sintesis de polimeros a base de Xilitol y Acido succinico, obteniendo
polimeros de bajo peso molecular por la policondensacion quimica de los 2 reactivos en
atmosfera inerte utilizando tolueno como solvente (Liz-Andela, Benitez, Martin-Franco, &
Rojas, 2017). Este trabajo ha dado continuidad a la investigacion en el area, utilizando la

catdlisis enzimética con Novozym® 435, una lipasa comercial reportada en un gran nimero



de publicaciones, en la produccion de nuevos polimeros con propiedades caracteristicas,
mediante una sintesis ambientalmente mas amigable, por la disminucién del tiempo de
reaccién, menor temperatura y la utilizacion de limoneno, un solvente verde, de cuya
implementacion no existen reportes hasta la fecha, en reacciones de polimerizacion

enzimatica.

Los resultados de este proyecto son una contribucidn a la investigacién en sintesis de
productos poliméricos potencialmente biodegradables, derivados de materias primas poco
explotadas en la region.



1. FORMULACION DEL PROBLEMA

El D-Xilitol es un polialcohol ampliamente usado como edulcorante debido a que posee el
mismo dulzor de la sacarosa, este material tiene gran importancia econémica ya que su
precio oscila entre 3000-4000 USD/ton, y social puesto que su produccién y uso genera
empleos en industrias como la quimica, farmacéutica y odontoldgica. Industrialmente se
obtiene a partir de la reduccién de la D-Xilosa, la cual a su vez es el principal componente

del hidrolizado de bagazo de cafia (Solenzal, Rios, Bueno, Santana, & Martinez, 2005).

La industria azucarera del norte del Cauca tiene la mayor produccion de azlcar por hectarea
en el mundo y el bagazo de cafia es uno de los subproductos disponibles para
aprovechamiento de mas facil acceso en nuestra region, que lamentablemente, en la
actualidad es subexplotado; segun datos de asocafia (Carvajal, 2007) el 15% de este
subproducto se emplea en la fabricacion de papel mientras que el porcentaje restante se
emplea en la alimentacién de calderas aun cuando su contenido de humedad no lo hace
ideal para este uso(Rueda et al., 2016). Por otra parte, el Xilitol puede obtenerse también
de hojas y cogollos de la cafia de azlcar cuyo contenido de D-Xilosa es hasta un 25,2% en

peso seco (de Freitas Branco, dos Santos, & da Silva, 2011).

Con conocimiento de la situacion planteada anteriormente y teniendo en cuenta la
problemética mundial de contaminacién por polimeros sintetizados a partir de combustibles
fosiles y la tendencia en las Ultimas décadas de generar nuevos materiales derivados de
productos agricolas renovables que suplan exitosamente la funcién de los polimeros
derivados del petréleo, el grupo de investigacibn Quimica de Productos Naturales (QPN)
de la Universidad del Cauca ha propuesto desde tiempo atras investigaciones sobre la

preparacion de nuevos materiales poliméricos a partir de xilitol y &cido succinico.

Este trabajo pretende dar valor agregado al bagazo de cafia, transformandolo de desecho
industrial a materia prima para la sintesis de polimeros por via enzimatica. Con el propésito
de obtener resultados promisorios y contribuir a la solucion de la problematica ambiental es
importante contar con la caracterizacion de los materiales obtenidos en términos

estructurales y de biodegradabilidad.



2. MARCO TEORICO

2.1 MATERIALES POLIMERICOS

Los polimeros son el tipo de molécula mas abundante en el planeta, algunos de ellos como
el almidén o la celulosa son producidos naturalmente en billones de toneladas al afio
(Delmer, 1999). Son macromoléculas formadas por la repeticion sucesiva de unidades
comunmente llamadas monomeros. En la actualidad se producen y comercializan
polimeros con diferentes utilidades en las industrias de empaques, en alimentos,
biomedicina y en materiales estructurales. La enorme versatilidad de los polimeros los ha

llevado a ser objeto de estudio creciente en el dltimo siglo (Agarwal, 2012).

Los polimeros se pueden clasificar en grupos por el comportamiento, estructura quimica u
origen. Segun el origen existen polimeros naturales o sintéticos. Los polimeros naturales
se producen en organismos vivos a nivel celular y los sintéticos se preparan mediante
reacciones quimicas en el laboratorio a partir de diversos materiales que comunmente
incluyen derivados del petréleo o una combinacion de la biosintesis y la sintesis quimica
(Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de polimeros segun su origen.

Origen Ejemplo

¢ Natural (Biosintesis in vivo). ¢ Proteinas, polisacaridos, polihidroxialcanoatos.

e Semi-biosintético: Precursores generados ¢ Polilactidas, poliacrilamidas, &cido polilactico,
biolégicamente, son polimerizados in vitro poliésteres.
por via quimica o enzimatica.

e Semi-sintéticos: Naturales con modificaciéon e Almidones modificados, caucho vulcanizado,
quimica nitrocelulosa.

e Sintéticos ¢ Polietileno, poliuretano, baquelita.

Fuente: Use of Biosynthetic, Biodegradable Thermoplastics and Elastomers from Renewable Resources: The
Pros and Cons (Steinbichel, 1995).



Cuando se analiza la estructura quimica de la cadena en un material polimérico se observan
tres tipos principales de estructuras (ver Figura 1): en los polimeros lineales los mondmeros
se unen mediante enlaces covalentes a lo largo de una cadena, a medida que la cadena se
vuelve mas larga disminuye la capacidad de rotacién en los enlaces de los monémeros y
consecuencia de esto se forma una estructura semirrigida, como ocurre con el policloruro
de vinilo (PVC) y el acido polilactico (PLA); en los polimeros ramificados los monémeros se
pueden enlazar covalentemente por mas de un sitio en la molécula (grupo funcional), lo cual
ocasiona que ademas de formarse una cadena principal, cada cierto nimero de monémeros
se formen cadenas laterales, variadas en cuanto al niumero de monémeros, como ocurre
en el almidén. Cuando las cadenas de un polimero se enlazan covalentemente, se forman
redes de dos y tres dimensiones, este tipo de estructuras poliméricas se conocen como
entrecruzadas. Uno de los polimeros entrecruzados mas utilizado es el caucho vulcanizado
(Steinbiichel, 1995).

Polimero lineal

A A
| |
| |
A—T—A—A—A—A—A—A—A—A
| |
| |
T A
A Polimero ramificado
A—T—A—A—T—A—A—T—A—A
A—A—A—A—A—A—A—A—A—A
/% A:\ /%\
A—A—A—A—A—A—A—A—A—A

Polimero entrecruzado
Figura 1. Tipos de polimeros segun la estructura de la cadena.



La estructura en un polimero se relaciona directamente con las propiedades fisicas y
quimicas y uno de los aspectos mas importantes para la industria de polimeros es la
capacidad de reuso, la cual depende del comportamiento térmico de los polimeros. Pueden
ser termoplasticos, cuando al ser sometidos a calor fluyen y se pueden remoldear o
termoestables cuando al ser sometidos a calor no funden, sino que se resquebrajan o

descomponen; esta clasificacién esta supeditada a la estructura de la cadena (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de polimeros por su comportamiento térmico.

Termoplasticos Termoestables
Estructura Lineal, ramificada Altamente entrecruzada
Solubilidad Soluble o parcialmente soluble. Insoluble
Fusibilidad Se puede fundir No se puede fundir

Fuente: Polymer process engineering, Springer Netherlands, Pag 6 (Griskey, 1995).

2.1.1 Sintesis de polimeros

En cuanto su forma de obtencion, en términos generales los polimeros se dividen en dos
tipos, los que se obtienen por adicion y los que se obtienen por condensacién, cada uno
con caracteristicas diferentes (Tabla 3), los primeros se obtienen por reaccion de un Gnico
mondmero en reacciones sucesivas en donde todos los atomos de la molécula inicial pasan
a formar parte del polimero lo cual produce una eficiencia atomica del 100% (Esquema 1a),

estas reacciones se desarrollan en tres pasos, iniciacion, propagacion y finalizacion.

En cuanto a las reacciones de condensacion, la gran mayoria involucra dos monémeros
con funcionalidades reactivas entre si ® monémeros con doble funcionalidad, como el &cido
lactico el cual presenta un grupo funcional &cido y un grupo funcional hidroxilo en la misma
molécula; estos grupos reaccionan entre si para formar el polimero. En etapas tempranas
de estas reacciones cada unién produce una molécula pequefia como subproducto,
ensanchandose molecularmente a medida que el polimero va creciendo (Esquema 1b)
(Griskey, 1995). En reacciones con materiales de partida de esta naturaleza se utilizan

condiciones de dilucién apropiadas para evitar la competencia de la reaccidn intramolecular.



En este documento se hace énfasis en los polimeros sintetizados por condensacion, en

consideracion a la reaccidn objeto de estudio entre el xilitol y el acido succinico, la cual es

de este tipo.

Tabla 3. Caracteristicas de los polimeros sintetizados por adicion y condensacion.

Polimeros por adicion.

Polimeros por condensacion.

1. Reaccion en cadena

2. Aumenta el peso molecular, una unidad
monomerica a la vez

3. La cantidad de mondmero va disminuyendo
a medida que avanza la reaccion.

4. Polimeros de alto peso molecular

5. Tiempos de reaccién altos producen
rendimientos altos

6. Las Unicas moléculas presentes son el
monomero y el polimero.

7. Sin subproducto

1. Diferentes moléculas condensandose

2. Dos moléculas cualesquiera pueden
condensarse

3. Los mondmeros desaparecen en etapas
tempranas de la reaccién

4. El grado de polimerizacion* aumenta a
medida que avanza la reaccion

5. Tiempos de reaccion altos producen grados
de polimerizacion altos.

6. Diferentes tipos de moléculas presentes.
(dimeros, oligébmeros)

7. Moléculas pequefias como subproducto.

*Grado de polimerizacién: hace referencia al nimero de unidades monoméricas incluidas en una

macromolécula. Fuente: Polymer process engineering, Springer Netherlands, Pag 8 (Griskey, 1995).

2.1.2 Polimeros biodegradables

El principal problema ocasionado por los polimeros de origen sintético se debe a su elevada
persistencia en el medio ambiente, esto ocasiona su acumulacion, la cual es potenciada
por el destino de los polimeros en aplicaciones de corto uso, tales como bolsas

desechables, empaques, etc.

La comunidad cientifica en la busqueda de una solucién a esta problematica, ha
desarrollado un nuevo grupo de polimeros, usualmente provenientes de fuentes naturales
renovables. La caracteristica mas importante que poseen estos compuestos es la
biodegradabilidad, en virtud a ciertos enlaces en el polimero final, vulnerables a la actividad
de las enzimas presentes en microorganismos, pudiendo ser transformados por ellos hasta

moléculas pequefias aprovechables (Richard A. Gross & Bhanu Kalra, 2002).
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b.) Reaccién general de polimerizacién por condensacion.

Esquema 1. Reacciones quimicas generales para polimeros sintetizados por adicién y

condensacion.

Los polimeros biocompatibles son otro tipo de polimeros, la biocompatibilidad consiste en
que estos materiales tienen la capacidad de mantenerse en sistemas biolégicos y que
suplementan o reemplazan una parte del cuerpo. Usualmente la biocompatibilidad y la
biodegradabilidad son propiedades simultaneas de una misma sustancia y en virtud a esto

ha aumentado la importancia comercial de los polimeros biodegradables, encontrando que
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las areas con mas demanda son la ingenieria de tejidos y la ortopedia; otras aplicaciones
actuales se encuentran en el campo de los empaques, cosméticos, suturas medicas,
prétesis dentales, alimentos y bebidas (Balaji, Pakalapati, Khalid, Walvekar, & Siddiqui,
2018).

2.2 TECNICAS PARA LA CARACTERIZACION DE POLIMEROS

En esta seccidn se describen brevemente los métodos empleados en la caracterizacion de

los polimeros que han sido utilizadas en esta investigacion.

2.2.1 Espectroscopia Infrarroja (IR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica muy Util para la identificacién de los grupos
funcionales que estan presentes en una sustancia con caracteristicas dipolares especificas.
La vibracién de un enlace covalente, al ser irradiado por la luz infrarroja, produce una sefial
caracteristica a cierto numero de onda, en este trabajo en particular se analizaron las
seflales mas importantes, estas se especifican a continuacién: vibraciones
correspondientes al grupo carbonilo (C=0) presente en el monémero acido succinico y que
se espera quede incluido en el poliéster final, el enlace O-H del grupo hidroxilo presente en
el xilitol y cuya intensidad es inversamente proporcional al grado de entrecruzamiento en el
polimero y la vibracién C-O-C ausente en los mondémeros y cuya aparicion es evidencia de

la reaccion de policondensacion.

2.2.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La resonancia magnética nuclear es una espectroscopia de absorcién que se fundamenta
en la absorcibn de energia (en forma de radiofrecuencia) por parte de un nucleo
magnéticamente activo, el cual esta orientado en el interior de un campo magnético, y que

por efecto de esa energia cambia su orientacién. Para que un atomo sea visible en esta

11



técnica su nucleo debe poseer un nimero atbmico impar o un niamero atémico par y masa

impar entre los mas comunes se tienen *H, 13C, 15N, °F y 31p,

Los espectros de RMN son gréficos de la intensidad de absorcion frente a la frecuencia de
resonancia (que se expresa en ppm) y presentan sefiales cuya posicion, forma y tamafio
dependen del ambiente quimico del nicleo en cuestién. El analisis detallado de estos

espectros puede dar como resultado la elucidaciéon estructural de un compuesto quimico.

En polimeros, es comun que se utilice esta técnica para elucidar la proporcion real entre los

monomeros que conforman el material.

2.2.3 Cromatografia de permeacién en gel (GPC)

La cromatografia de permeacion en gel es un tipo de separaciébn mediante exclusién por
tamafo (SEC) que se emplea cominmente en la caracterizacion de polimeros; se utiliza
como fase estacionaria un gel poroso, mientras que la fase mévil debe ser un solvente en
el cual el polimero sea completamente soluble. A medida que la muestra pasa por la
columna de separacion las moléculas grandes son practicamente excluidas de los poros de
la fase estacionaria mientras que las moléculas pequefias pueden acceder a la mayoria de
caminos dentro de la fase estacionaria, entre mas pequefa sea la molécula mayor tiempo
le tomard atravesar la columna. Entre los detectores mas comunes estan absorcion UV,

indice de refraccion, absorcion IR y detectores de densidad.

El cromatrograma resultante muestra la distribucion de tamafios en una muestra de
polimero, lo cual a su vez es la distribucion de los pesos moleculares, de esta forma se
obtiene informacién valiosa como el peso molecular promedio en nimero (My) y el peso
molecular promedio en peso (M), cuya relacién (Mw/M,) proporciona el valor de

polidispersidad (PD) en el polimero.

2.2.4 Técnicas térmicas: Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y Analisis

termogravimétrico (TGA)

La calorimetria diferencial de barrido permite estudiar los cambios de entalpia producidos

por procesos tales como la capacidad calorifica, el punto de fusion, ebullicion y
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cristalizacion. En el caso de materiales poliméricos permite determinar la temperatura de
transicion vitrea (Tg), la temperatura de cristalizacion (T¢) y la temperatura de fusion (Tnm).
La técnica se basa en la medicion del flujo de calor de la muestra a medida que la

temperatura se aumenta linealmente.

En cuanto al analisis termogravimétrico este permite analizar las pérdidas porcentuales de
peso en una muestra a medida que se aumenta la temperatura, procesos como la
absorcion, desorciéon, sublimaciéon o descomposicion implican pérdidas de masa y son

observables mediante esta técnica.

En términos generales los andlisis térmicos permiten estudiar el comportamiento del
material polimérico en un rango de temperaturas, dependiendo de los resultados obtenidos

un material puede o no, ser empleado en cierta aplicacion especifica.

2.3 ENZIMAS

Una enzima es una sustancia de elevado peso molecular que cumple la funcién de
catalizador en practicamente todos los procesos metabdlicos ocurridos en el interior de una
célula (Shoda, Uyama, Kadokawa, Kimura, & Kobayashi, 2016).

Las enzimas poseen la capacidad de acelerar reacciones bajo condiciones suaves y tienen
caracteristicas de versatilidad y especificidad. A diferencia de los catalizadores quimicos
convencionales, producen un mayor aumento en la velocidad de reaccion (Shoda et al.,
2016).

Las enzimas se nombran afiadiendo el sufijo asa al sustrato sobre el que trabajan, por
ejemplo, celulasa, lactasa, etc.; el nombre también se asocia a la reaccion que catalizan
como la piruvato deshidrogenasa. La clasificacion segun la reaccion que operan es la mas
empleada y con base en ella se han establecido 6 grupos de enzimas (Tabla 4). En la
clasificacion internacional se asigna un cédigo de cuatro digitos a cada enzima, segun la

reaccién que cataliza (Liu, 2017).
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Tabla 4. Grupos de enzimas segun la reaccion catalizada.

Nombre del grupo de . ]
_ Reaccién que catalizan
enzimas

e Oxidoreductasas e Transferencia de hidrégeno, oxigeno o electrones de un sustrato a

otro.
e Transferasas e Transferencia de un grupo funcional, excluyendo hidrégeno y oxigeno.
e Hidrolasas « Hidrodlisis de enlaces en éster, éter, glicosidicos, peptidicos, C-C,

entre otros.

e Liasas e Remocion no hidrolitica de grupos funcionales. (Usualmente produce
un doble enlace).

e |somerasas ¢ Convierte un isbmero en otro (racemizacion, transferencia de grupos
funcionales intramolecular, cis/trans).

e Ligasas ¢ Formacion de enlaces mediante utilizacion de ATP u otro nucleétido

fosforilado.

Fuente: Capitulo 7- Enzymes, In Bioprocess Engineering (2° edicion), Elsevier, 2017, Pag. 299-300 (Liu, 2017).

2.3.1 Lipasas

En la familia de las Hidrolasas, existe un grupo particular de enzimas encargadas de la
hidrélisis de los triacilglicéridos. Se denominan Lipasas y son catalizadores biol6gicos que
actlan en el interior de los organismos en el proceso de digestion de las grasas; a menudo
rompen enlaces en posiciones especificas de un triglicérido como es el caso de la principal
lipasa en humanos que hidroliza el triacilglicérido y produce un monoacilglicérido y dos

acidos grasos (Angajala, Pavan, & Subashini, 2016).

Dentro de las particularidades de las lipasas se encuentra su capacidad para catalizar tanto
la reaccién directa como la inversa (reaccién reversible) y la posibilidad de trabajar tanto en
medios acuosos como organicos. El avance en el proceso de produccién y extraccién de
este tipo de enzimas ha originado una variedad de lipasas que ademas de las ventajas
mencionadas anteriormente, pueden actuar a pH's muy acidos o muy basicos y

temperaturas elevadas, bajo condiciones inusuales (Salihu & Alam, 2015).
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2.3.2 Enzimas inmovilizadas

Los catalizadores quimicos heterogéneos se recuperan con alguna facilidad y en ciertos
casos se reactivan mediante un procedimiento de adecuacion antes de ser reutilizados. La
catalisis enzimatica por su parte presenta esta desventaja comparativa, porque usualmente
no se recupera la enzima para ser reutilizada; esto condujo a desarrollar variadas técnicas
de inmovilizacion de las enzimas, permitiendo la recuperacion y reutilizacién, con alto grado
de efectividad (Liu, 2017).

Se conoce como inmovilizacion el proceso de fijar la enzima a un espacio limitado sobre un
material denominado soporte, el resultado de lainmovilizacién es tipicamente un catalizador
macroscoépico que cumple con las ventajas de la catalisis heterogénea y la efectividad del
catalizador homogéneo. Las enzimas inmovilizadas usualmente son mas estables, mas
resistentes a la acidez o basicidad y tienen mejor resistencia térmica que las enzimas en
solucion, debido a la influencia del soporte sobre la conformaciéon de la enzima. Una
debilidad es el impedimento estérico producido por el soporte, mayormente posible con
ciertos sustratos de gran peso molecular, los cuales son incapaces de entrar en contacto

con el sitio activo de una enzima inmovilizada (Liu, 2017).

2.3.3 Sintesis de polimeros catalizada por lipasas

La sintesis enzimatica de polimeros ofrece ventajas como la eficiencia catalitica, alta
enantio-, quimio- y regioselectividad, versatilidad en cuanto a las condiciones de reaccion
(temperatura, medio de reaccion). Adicionalmente, las enzimas provienen de fuentes
renovables y su uso conlleva un impacto ambiental minimo (Gross, Kumar, & Kalra, 2001).
Las lipasas han sido ampliamente usadas en sintesis de materiales poliméricos, debido a
las caracteristicas particulares adquiridas del organismo que las produce. Asi, un
organismo termofilo, producira lipasas termdfilas (Salihu & Alam, 2015), también pueden

conferirle resistencia a los solventes organicos.

La sintesis de polimeros via catalisis enzimética ocurrié por primera vez por casualidad en
1983 mientras se investigaba la hidrolisis enzimatica del aceite de castor, cuando se

evidencié la aparicion de dimeros y trimeros del &cido ricinoleico (Okumura, Iwai, &
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Tsujisaka, 1983). Cabe resaltar que solo hasta 1985 se reporto el primer polimero obtenido
por via enzimatica (Ajima et al., 1985). Desde esa época hasta la actualidad han tenido
lugar numerosos avances en la sintesis enzimética de polimeros, mediante el uso de
enzimas inmovilizadas. También se ha llevado a cabo la maodificacion genética de
organismos, para producir enzimas especificas y se ha generado nuevo conocimiento en la

utilizacion de metabolitos primarios como materias primas renovables.

La sintesis de polimeros catalizada por lipasas es bastante empleada en el desarrollo de
nuevos materiales poliméricos debido a que son aptas en el contexto de la llamada Quimica
Verde de Polimeros, que considera premisas como 1) Uso de materiales de partida
renovables, 2) métodos de sintesis verdes y 3) biodegradabilidad de los productos de
reaccion (Kobayashi, 2017).

2.4 PROPIEDADES GENERALES DE LOS SUSTRATOS

2.4.1 Xilitol

El xilitol (1, 2, 3, 4, 5 - pentanopentaol) (ver Figura 2) es un polialcohol que puede ser
producido mediante hidrélisis de xilano, el segundo polisacarido mas abundante después
de la celulosa, debido al alto contenido de xilosa en este polisacarido, a su vez, la xilosa,
puede ser convertida en xilitol por medio de hidrogenacién catalitica o bioconversiéon por
microorganismos que presentan la enzima D-xilosa reductasa. El xilano esta ampliamente
disponible en materias primas renovables como la corteza de abedul, el bagazo de cafia o

la tusa del maiz (Hricoviniova, 2013).

OH OH

HO OH

OH

Figura 2. Estructura quimica del xilitol
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Actualmente la aplicacion mas importante del xilitol es como edulcorante en la industria de
alimentos debido a que su dulzor es igual al de la sacarosa y que ademas es apto para

diabéticos y no es cariogénico (de Freitas Branco et al., 2011).

En esta investigacion se aprovechd la naturaleza quimica polifuncional del xilitol en la

formacion de estructuras poliméricas mediante policondensacion lineal y/o entrecruzada.

2.4.2 Acido Succinico

El acido succinico (ver Figura 3) cuyo nombre IUPAC es &cido 1, 4 — butanodioico, es
dicarboxilico. Su produccién ocurre en los seres vivos, en las mitocondrias, en forma de
anion succinato durante el ciclo de los &cidos tricarboxilicos del cual es intermediario
(Noordover et al., 2006).

HO
OH

0]

Figura 3. Estructura quimica del &cido succinico.

Histéricamente, desde su obtencién a partir del ambar en el siglo XVI, el &cido succinico se
ha usado en diferentes aplicaciones, en agricultura y las industrias de alimentos y
farmacéutica. Actualmente, ademas de las aplicaciones mencionadas, se utiliza como
material de partida en sintesis, en la produccién de diversos reactivos quimicos y como
componente de detergentes, cosméticos y polimeros biodegradables. (Saxena, Saran, Isar,
& Kaushik, 2017)
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3. ESTADO DEL ARTE

3.1 POLIMERIZACION ENZIMATICA DE ACIDO SUCCINICO

El 4cido succinico se ha empleado como sustrato en la fabricacion de polibutilensuccinato
(PBS), un material promisorio como polimero termoplastico biodegradable. Su sintesis se
ha realizado libre de catalizadores metalicos y el material producido es biocompatible, apto
para aplicaciones médicas, las cuales requieren un My, > 20000. La sintesis enzimatica con
Novozym® 435 (N435) ha producido material con estas caracteristicas a partir de succinato
de dietilo y 1, 4 - butanodiol en difenil éter (Esquema 2); las condiciones de reaccion se
presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de sintesis de PBS catalizada por Novozym® 435

succinato 1,4- Carga

de dietilo  butanodiol enzimatica  condiciones de reaccion M Mu/Mn

22.96 mmol 22.96 mmol 10% del peso 1. 80°C, 2 h, a P. atmosférica  >35000 1.39
2.80°C, 5-24 h a P. reducida

de MoNOMeros 3 g5ec;, 20-30 h a P. reducida

Fuente: Candida antarctica Lipase B-catalyzed synthesis of poly(butylene succinate): Shorter chain building
blocks also work (Azim, Dekhterman, Jiang, & Gross, 2006).

J\/Y ~ T HO\/\/\OH

Succinato de dletllo 1,4-butanodiol

%MW}

PBS

Esquema 2. Produccion del PBS.
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Esta sintesis es la primera de su tipo; posterior a ella, ha habido numerosas investigaciones
que utilizan el PBS y otros polimeros para fabricar nuevos copolimeros con mejores

propiedades fisicas, algunas, se reportan en la Tabla 6.

Ademas del PBS se han estudiado ampliamente otros materiales analogos, el
polietilensuccinato (PES) y polipropilensuccinato (PPS), obtenidos mediante sintesis

enzimatica (Debuissy, Pollet, & Avérous, 2017).

Tabla 6. Condiciones de copolimerizacion del PBS via enzimatica.

Enzima/Carga Condiciones de

Copolimero(s) (% peso de Solvente reaccion Mw Mw/Mn
monémeros)
e 1. 95°C por 20 h,
o poli(w-pentade- o e P= 600 mm Hg i
calactona) [1] N435/ 10% difenil éter e 2. 95°C por 51 h, >85000 2.3-3.8
P=2 mm Hg

e difenil éter ~ 90°C por 72 h, P=

¢ poli[(R)-3- o . o Hasta
hidroxibutirato] [2] N435/10% o dIPer]]iCs”o?ter 15 mm Hg 38400 2.2
* Polife-caprolactona) - \435/5005  sinsolvente Lo, POT 24 4350 2.1
[3] atmosfera de N2 '
 Pripol 2033 (9,10- o Lo por ng "
dinoniloctadecan- N435/ 10% difenil éter « 2. 95°C por 84 h >34000 2.7
1,18-diol) [4] P=2mmHg
e 1. 70°C por 24 h,
e poli(p-dioxanona) [5] N435/ 5% difenil éter . gtn;(())ffcersocrle‘lgrh ;;258?) 13
P=1mm Hg

Fuente: [1] Enzymatic Synthesis and Structural and Thermal Properties of Poly(w-pentadecalactone-co-
butylene-co-succinate) (Mazzocchetti, Scandola, & Jiang, 2009), [2] Enzymatic Synthesis of a Bio-Based
Copolyester from Poly(butylene succinate) and Poly(( R)-3-hydroxybutyrate) (Debuissy, Pollet, & Avérous,
2016), [3] Poly(butylene succinate- ran -g-caprolactone) copolyesters (Ciulik etal., 2017), [4] Enzymatic
synthesis of an electrospinnable poly(butylene succinate-co-dilinoleic succinate) thermoplastic elastomer
(Sonseca & El Fray, 2017), [5] One-step enzymatic synthesis of poly(p-dioxanone-co-butylene-co-succinate)

copolyesters with well-defined structure and enhanced degradability (Nie, Dang, Wang, Song, & Wang, 2017).
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3.2 POLIMERIZACION ENZIMATICA DE XILITOL

El xilitol es llamativo como monoémero por la posibilidad de formar polimeros lineales con
grupos hidroxilos incluidos en el esqueleto del polimero, lo cual ahorraria la derivatizacion

gue se hace en algunos polimeros para funcionalizar la cadena.

Existen estudios de polimerizacién de xilitol con diacidos, especialmente con el acido
sebécico reportando materiales de enorme importancia en ingenieria de tejidos y transporte
de farmacos, con capacidad de ser degradados enzimaticamente (Bruggeman, Bettinger,
& Langer, 2010).

En la literatura se encuentran pocos reportes de polimeros de xilitol obtenidos por sintesis
enzimética, se destaca principalmente la investigacion en policondensacion enzimatica de
alditoles, en la cual varios sustratos incluido el xilitol son polimerizados con el &cido
sebécico. Esta reaccion se llevo a cabo sin solvente, a 95°C por 48 horas, utilizando N435

como catalizador y presién reducida (Hu, Gao, Kulshrestha, & Gross, 2006).

Recientemente se ha reportado la sintesis de poli(xilitol adipato) usando xilitol y divinil
adipato como reactivos, la reaccion se realizé en acetonitrilo, catalizada por N435, a 50°C,

con una duracion de 92 h (Bilal et al., 2016).

Finalmente, hasta la fecha de escritura de este documento no existen reportes de

policondensacion enzimética de xilitol con &cido succinico.

3.3 AVANCES DENTRO DEL GRUPO DE INVESTIGACION,

El grupo de investigacién Quimica de Productos Naturales de la Universidad del Caucay el
grupo Natura de la Universidad ICESI han incursionado recientemente en el campo de
nuevos materiales poliméricos con el desarrollo del proyecto SINTESIS DE POLIMEROS A
BASE DE XILITOL Y ACIDO SUCCINICO.

Los primeros resultados se obtuvieron en el 2014 por Néstor Ivan Liz, quien en el desarrollo

de su tesis de grado de quimica sintetizé por primera vez polimeros de Xilitol con dicloruro
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de succinilo y también con acido succinico, mediante policondensacion quimica en Tolueno.
Se obtuvieron materiales amorfos cuya temperatura de transicion vitrea aumentaba al
incrementar el tiempo de reaccion y la cantidad molar de acido succinico, se evidencio
ademas una disminucion de la solubilidad. ElI peso molecular de estos materiales fue
superior a 1000 g/mol en su fraccidén soluble. Los resultados de su investigacion estan
reportados en su tesis de pregrado titulada FORMACION QUIMIOSELECTIVA DEL
POLIMERO POLI (SUCCINATO DE 2,3,4-TRI-O-ACETIL-XILITOL) A PARTIR DE ACIDO
SUCCINICO Y XILITOL y en el articulo de investigacion publicado en Polymer International
(Liz-Andela et al., 2017).

En la actualidad se desarrolla el estudio de la sintesis de xilitol y acido succinico en el grupo
de investigacion hacia la sintesis enzimética con participacion de la enzima inmovilizada
Novozym® 435 y los resultados inicialmente obtenidos son consignados y analizados en
este documento. También se esta investigando la formacion de poliésteres con
participacion de otras lipasas, libres e inmovilizadas; sin dejar atras el estudio de la
polimerizacion por metodologias quimicas convencionales y, recientemente, via activacion

por radiacion de microondas.
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4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Obtener poliésteres a base de xilitol y acido succinico, via condensacion enzimatica,

usando Novozym®435.

4.2 ESPECIFICOS

e Estudiar las condiciones de la reaccion enzimatica de xilitol con acido succinico,
catalizada por Novozym® 435.

o Determinar las caracteristicas moleculares de los polimeros obtenidos mediante
técnicas térmicas (DSC, TGA) y espectroscépicas (RMN, IR).

e Evaluar la biodegradabilidad de los productos obtenidos haciendo uso de la prueba

de inmersién en suelo.
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5. METODOLOGIA

5.1 MATERIALES

e Xilitol grado analitico con pureza 299% fabricado por Sigma-Aldrich.

e Acido Succinico grado reactivo ACS con pureza 299% fabricado por Sigma-
Aldrich.

e Limoneno grado industrial como medio de reaccion.

e Novozym® 435 (N435). La enzima fue donada por Novozymes Brasil. Esta consiste
en lipasa B de Candida antarctica (CALB) adsorbida sobre una resina acrilica
macroporosa.

¢ Aqua Clean® ACF-SC. Donado por ASCOR SA. Consiste en una mezcla de

enzimas y microorganismos.

5.2 SINTESIS DE LOS POLIMEROS DE XILITOL Y ACIDO SUCCINICO (pXS's).

A partir de los datos obtenidos en los ensayos preliminares de la investigacion (Ver
ANEXOS), se determind las variables de proceso y con ellas se establecié un disefio

experimental para la optimizacion, cuyas condiciones se reportan en la Tabla 7.

Tabla 7. Parametros del disefio experimental

Clase de Nombre del Factores Factor de .
o L : Bloques Corridas
disefio disefio experimentales respuesta
4 (Tiempo, relacion
o Compuesto 18 (con 2
Superficie de . de sustratos, Carga
reducido de o 1 1 puntos
respuesta ) enzimatica y
Draper y Lin centrales)
Temperatura)
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La reaccién quimica esperada para la sintesis se muestra en el Esquema 3. y el disefio

experimental completo se muestra en la Tabla 8

O OH
HO
OH 4+ HO OH
@] OH OH
N435
Limoneno
OR (@]
| o——
(0]
OR OR o)

R: H (linear) o ramificado

Esquema 3. Reaccion de policondensacion enziméatica entre el acido succinico y el xilitol.

Para cada uno de los experimentos planteados, el procedimiento se realiz6 sobre un
montaje de reflujo, empleando un balén de fondo plano de 50 mL, ubicado sobre una trampa
de arena y conectado a un condensador recto. En el balén con agitador magnético se
depositd en total 2 g de mondmeros distribuidos en la relacion que se indica para cada
experimento (0.5, 1.25, 2), finalmente se vertié 10 mL de Limoneno. La mezcla de reaccién
se incubd con agitacién constante de 100 rpm y se calentdé. Al momento de alcanzar la
temperatura del experimento se afiadid la enzima inmovilizada y la reaccién prosiguié por

el tiempo indicado en cada caso, de 12, 30 0 48 h.

24



Tabla 8. Disefio de superficie de respuesta.

Tiempo Temperatura

(h) (°C)

Experimento % Enzima Relacion AS: X*

1 30 140 55 1.25
2 48 160 10 2
3 48 160 1 2
4 12 160 10 0.5
5 48 120 1 0.5
6 12 160 10 0.5
7 12 120 10 2
8 48 120 10 0.5
9 12 120 1 2
10 30 120 55 1.25
11 30 160 55 1.25
12 12 140 55 1.25
13 48 140 55 1.25
14 30 140 1 1.25
15 30 140 10 1.25
16 30 140 5.5 2
17 30 140 55 0.5
18 30 140 5.5 1.25

* AS(Acido succinico): X(Xilitol).

Alcanzado el tiempo de reaccion previsto, se llevd el balén a un bafio de hielo para
minimizar la actividad enzimatica. Al solidificar el producto obtenido, se decanté el
Limoneno y el producto obtenido se solubilizé en agua caliente y se filtr6 al vacio en caliente
para separarlo de la enzima. Terminada esta operacidn, el filtrado se llevd a sequedad en

horno por varios dias a 90°C y se caracterizo.

5.3 CARACTERIZACION DE LOS Pxs’S

En esta seccion se especifica la metodologia que se emple6 en cada una de las técnicas

de caracterizacion.
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5.3.1 Analisis de apariencia y solubilidad de los pXS's.

Los materiales sintetizados se diferenciaron por su color, estado fisico y solubilidad en
solventes organicos. Para la solubilidad se utilizaron entre 5-10 mg de producto en 5 mL de

solvente a temperatura ambiente.

5.3.2 Caracterizacion de los pXS's mediante espectroscopia IR-ATR.

Los espectros IR para los productos obtenidos se obtuvieron en un equipo Thermo electron
Nicolet iS10 FT-IR provisto de un dispositivo ATR (Reflectancia total atenuada).
Cantidades similares de muestras soélidas o liquidas viscosas se colocaron directamente
sobre la punta de diamante para obtener la lectura. Este método fue el preferido debido a
la facilidad en la ejecucion.

5.3.3 Andlisis térmicos.
5.3.3.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Las muestras se llevaron al Laboratorio de Instrumentacion Quimica (LIQ) en la Universidad
ICESI en donde fueron analizadas en un equipo DSC Q2000 V24.11 Build 124 de TA
instruments, en dos ciclos calentamiento-enfriamiento entre -20°C y 200°C, con rampa de
T° de 10 °C/min.

5.3.3.2 Analisis termogravimétrico (TGA).

Las muestras se analizaron en el Laboratorio de reologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, en la Universidad del Cauca con un equipo TGA Q50 V20.10 Build 36 hasta

600°C en atmésfera de nitrégeno, empleando una rampa de 20°C/ min.

5.3.4 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).
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Los espectros RMN *H y 13C se obtuvieron en agua deuterada (D20), en un espectrémetro
de RMN BRUKER de 400MHz, modelo AVANCE II2. El servicio fue prestado por la

Universidad del Valle.

5.3.5 Analisis de peso molecular por cromatografia de permeacion en gel (GPC).

Con el objetivo de disminuir la ventana de pesos moleculares, previo al envio de las
muestras para el andlisis por GPC, se procedié a purificarlas mediante un procedimiento
que consistié en disolver entre 0.4 y 1.0 g de producto en 5.0 mL de agua. En seguida, la
solucion concentrada se vertid gota a gota en 1 L de acetato de etilo bajo agitacion
magnética. Con esta operacion se esperaba que las moléculas de menor peso molecular
gquedaran dispersas en el solvente mientras que las de mayor peso molecular precipitaran.
Al precipitado se lo denominé muestra “purificada” y en este trabajo se diferenciara por una
P mayuscula, es decir la muestra 1P es el precipitado obtenido de la muestra 1 mediante el

procedimiento mencionado anteriormente.

Las muestras 5P, 10P y 15P fueron seleccionadas para medirles el peso molecular
buscando variabilidad en los resultados, las mediciones se realizaron mediante GPC en el
laboratorio de polimeros del grupo de investigacion SIMERQO de la Universidad del Valle,
para esto se prepararon soluciones de 1.5-2.0 mg/mL en agua las cuales se filtraron con
membranas con tamafio de poro de 0.45 uym, para la separacion se empled agua como fase
movil, los pardmetros del método fueron: flujo 0,5 mL/min, volumen de inyeccién 20 uL,
columnas de exclusion molecular Shodex OHPak SB-805 (8.0 x 300 mm, 13 um) y Shodex
OHPak SB-806 (8.0 x 300 mm, 13 pm), temperatura de la columna 30°C y se emple6 un

detector de indice de refraccion.

5.3.6 Ensayos de biodegradabilidad.

La metodologia de este ensayo se adapté de una prueba de biodegradabilidad en suelo
natural reportado para polimeros de almidon (Riyajan, 2015). Para los productos solidos
obtenidos (Experimentos 2, 3y 16, Tabla 8) se realizd el test que consistio en colocar un

peso conocido de material polimérico en una caja de Petri con suelo, la muestra de suelo
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fue comprada en un vivero de la ciudad y segun referencio el vendedor habia sido abonada

y se le habia adicionado cascarilla de arroz.

El porcentaje de biodegradacion se obtuvo cuantificando la pérdida de peso porcentual de

las muestras luego de un periodo de 4 semanas.

Un ensayo similar se realiz6 para las muestras 3y 16, solo que, como medio de degradacion
se empled una solucion de 1000 ppm de AquaClean® ACF-SC, un producto comercializado
como limpiador ecoldgico que consiste en una mezcla de enzimas y microorganismos en

soluciéon acuosa.

También se investigb el comportamiento del material 3 en agua y en una caja de Petri vacia
durante el mismo periodo de tiempo, con el fin de usar los valores obtenidos como punto

de comparacion.

Finalizado el tiempo del test, las muestras se lavaron con agua destilada, se secaron en

estufa a 90 °C por 12 h y se calculd la pérdida de peso.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 ANALISIS DE APARIENCIA Y SOLUBILIDAD DE LOS pXS's.

Tabla 9. Apariencia de los pXS's.

Color del Color final
Experimento Estado fisico. )

producto enzima.
1 Marrén. Liquido viscoso. Marron claro.
2 Ambar. Solido. Ambar.
3 Ambar. Solido. Ambar.
4 Marrén Liquido viscoso Marrén claro.
5 Marrén. Liquido viscoso. Amarillo claro.
6 Marrén Liquido viscoso. Marrén claro
7 Amarillo. Salido blando. Amarillo claro.
8 Marrén. Liquido viscoso. Marrén claro.
9 Amarillo. Sdlido blando. Amarillo claro.
10 Marron. Liquido viscoso. Amarillo claro.
11 Marrén oscuro. Liquido viscoso. Marron oscuro.
12 Marron. Liquido viscoso. Marron claro.
13 Marrén oscuro. Liquido viscoso. Marrén oscuro.
14 Marron. Liquido viscoso. Marrén claro.
15 Marroén. Liquido viscoso. Marron claro.
16 Ambar. Sélido. Ambar.
17 Marron. Liquido viscoso. Marrén claro.
18 Marroén. Liquido viscoso. Marron claro.

En cuanto a las caracteristicas de los productos obtenidos la gran mayoria tienen apariencia
similar, una consistencia viscosa y color marrén (Tabla 9). Los experimentos que difieren
notablemente de los demas son 2, 3, 7, 9 y 16; es preciso resaltar que estos tienen en
comun que la relaciéon acido succinico:xilitol es de 2:1, los experimentos 7 y 9 son a su vez

similares entre si, son solidos amarillentos que se pueden separar facilmente con ayuda de
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una espétula (ver Figura 4.), los experimentos 2, 3 y 16, también son similares entre si, la
diferencia entre los 2 tipos de producto debe entonces atribuirse al tiempo de reaccion, asi
a tiempos de reaccion bajos (12h) se obtiene el sélido blando y a tiempos de reaccién altos
(30-48h) se obtiene el sélido duro, con estas ultimas muestras fue dificil la separacion de la
enzima ya que fue imposible solubilizarlas y la obtencion del material se hizo rompiendo el
balén (Experimento 3) o sometiendo a calentamiento las muestras hasta que empezaron a
resquebrajarse (Experimentos 2 y 16). El resto de productos obtenidos es similar entre si,
con un color caramelo/marrén oscuro y una consistencia de liquido viscoso, a temperatura
ambiente se puede notar que las muestras con mas horas de sintesis son mas dificiles de
tomar con la espatula ya que se hacen mas duras que los experimentos con menos horas

de reaccion.

Tabla 10. Solubilidad de los pXS's a temperatura ambiente después de 30 minutos.

Experimento Agua Metanol Etanol Isopropanol Acetona AcOEt Limoneno
1 + - - - - - -
2 - - - - - - -
3 - - - - - - -
4 ++ - - - - - -
5 +/- * * * +/- - -
6 ++ - - - - - -
7 + - - - - - -
8 +/- * * * +/- - -
9 + - - - - - -
10 + - - - - - -
11 +/- * * * +/- - -
12 ++ - - - - - -
13 + + + * * - -
14 + - - - - - -
15 + - - - - - -
16 - - - - - - -
17 + - - - - - -
18 + - - - - - -

<++> Altamente soluble, <+> Soluble, <*> Turbidez, <-> Insoluble, <+/-> Solubiliza una fraccién del material.
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Figura 4. Fotografias de los productos obtenidos de izquierda a derecha, pXS9, pXS4

(previa separacion de la enzima) y pXS3.

Las pruebas de solubilidad (Tabla 10) indican que los polimeros no son solubles a
temperatura ambiente incluso en solventes orgénicos polares, el solvente mas adecuado
para los productos es el agua, que cuando se utiliza en caliente, las Unicas muestras que
resultan insolubles son 2, 3 y 16. Adicionalmente, se tiene que en los productos 7y 9 es
conveniente emplear un volumen pequefio de etanol, metanol o acetona para solubilizar
pequefias fracciones de producto que quedan en el kitasato cuando se hace la filtracion. Al
relacionar los datos de la Tabla 10 y compararlo con las condiciones de reaccidn, se puede
ver una relacion inversa entre el contenido de acido succinico en el polimero y su solubilidad
en agua, también es posible observar que, para experimentos con la misma relacion de

sustratos, la solubilidad en agua disminuye al aumentar el tiempo de reaccion.

6.2 CARACTERIZACION DE LOS pXS's MEDIANTE ESPECTROSCOPIA IR-ATR.

En la Figura 5 se muestran superpuestos los espectros IR de algunos de los polimeros
obtenidos, en ellos se pueden asociar las bandas a las siguientes funcionalidades: v = 3380-
3400 cm tension O-H del grupo hidroxilo, 2930 cm™* que corresponde al estiramiento del
enlace C-H de metilenos alifaticos, se observa una sefial a v = 1716 cm™ que se atribuye al
estiramiento del grupo carbonilo (C=0), ademas aparece una sefial sobre los v = 1157 (cm’
1) la tensién de deformacién del enlace C-O-C éster. Las sefiales mas importantes para la
caracterizacion de los productos obtenidos se encuentran sefialadas como Region A 'y
Region B, en la Region A encontramos la sefial de la tension O-H es importante sefalar

que las bandas en esta regién son mas intensas en los experimentos 7 y 9 los cuales tienen
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12 horas de reaccion, en el caso de los experimentos 2 y 16 esta banda es menos intensa,
esto indica una disminucién en la cantidad de grupos hidroxilos libres en el producto, lo cual
a su vez es probable que se deba a un nivel mayor de entrecruzamiento en la estructura
del polimero final, lo anterior concuerda con los resultados de la prueba de solubilidad en
donde se puede observar que los productos 2, 3y 6 no fueron solubles en ninguno de los
solventes probados. En cuanto a la region B, esta es de importancia debido a que es ahi
en donde se observan las sefales de deformacion del enlace C-O-C, lo cual evidencia que

la reaccion de poliesterificacion se llevé a cabo exitosamente.

Region A

. [ #2N
- ——— #7N
. —— #9N
. - #16N

% Transmitancia

Region B

! I ! 1 ! I ! I ' I ! I ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm ™)

Figura 5. Espectros FTIR para los pXS’s con relacion acido succinico:xilitol 2:1.

El andlisis de los espectros IR de los pXS’s 1, 11, 12, 13 y 15 (Figura 6) es similar a los
mencionados anteriormente, en la Figura 5 es facil diferenciar las bandas alrededor de v =
3380-3400 cm'* tension O-H del grupo hidroxilo, 2930 cm correspondiente al estiramiento
del enlace C-H de metilenos alifaticos, también se observan unas sefiales alrededor de v =

1710-1730 cm™ que se deben al estiramiento del grupo carbonilo (C=0) y sobre los v =
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1150 cm! esta presente la sefial correspondiente a la tensién de deformacion del enlace C-
O-C éster.
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Figura 6. Espectros FTIR para los pXS’s con relacién acido succinico:xilitol 5:4.

Si se compara estos espectros con los que se analizaron en la Figura 5, se puede observar
un aumento en la intensidad de las bandas en la regién A, lo cual seguramente se debe a
una mayor linealidad en el producto de reaccion, tanto las bandas de enlace éster como la
sefial del grupo carbonilo son facilmente identificables lo cual es indicio de que la reaccion
de esterificacién esta ocurriendo, el disefio experimental carece de un ensayo de 12h con
relacién entre sustratos 5:4 por lo cual es dificil atribuir alguna modificacion en los espectros
IR al tiempo de reaccidn, por otra parte los parametros, carga enzimatica y temperatura de

reaccion no parecen tener una influencia directa sobre las sefiales del espectro IR.
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El analisis de los espectros IR de 4, 5, 6, 8 y 17 presenta las mismas bandas ya sefialadas
en los pXS’s analizados anteriormente (Figuras 5 y 6) las bandas alrededor de v = 3380-
3400 cm™ (Figura 7) corresponden a la tensién O-H del grupo hidroxilo, cerca de los 2930
cm se puede ver la vibracion del enlace C-H de metilenos alifaticos, también se observan
sefales alrededor de v = 1710-1730 cm™* que se deben al estiramiento del grupo carbonilo
(C=0) y sobre los v = 1150 cm'* esta presente la sefial correspondiente a la tension de
deformacién del enlace C-O-C éster. En este caso particular se puede apreciar una
disminucion en la intensidad de la banda de tensién O-H en la regién A, a medida que
aumenta el tiempo de reaccién, la banda mas pronunciada pertenece a el experimento 6

(12h) mientras que la menos intensa corresponde al 5 (48h).

% Transmitancia

Region A

——#4N
—— #5N
- —#6N '
—#BN

——#17N __J Region B

! I ! | ! I ! | ! I ! I ! 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm ™)

Figura 7. Espectros IR de los pXS’s con relacion acido succinico:xilitol 1:2.

Salvo las excepciones comentadas anteriormente todos los productos obtenidos poseen

espectros IR similares, las intensidades de la banda en la regién A se pueden relacionar
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con los resultados de la prueba de solubilidad, a menor intensidad menor solubilidad en
agua, también estan relacionadas con la apariencia y estructura del polimero, de esta forma
se puede prever cuan ramificada es la estructura de un pXS con respecto a otro observando
sus espectros IR, cuanto menor sea intensidad de la banda en la region A mas entrecruzado

sera el pXxsS.

6.3 ANALISIS TERMICOS

En esta seccion se analizara los resultados obtenidos mediante las técnicas TGA y DSC.

6.3.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Los resultados de esta seccion se resumen en forma de tabla debido a la similitud en la
forma de los termogramas; como muestra se puede observar la Figura 8. Se observo para
la gran mayoria de los materiales sintetizados una Unica transicion debido a la forma
caracteristica, esta se reconocié como la temperatura de transicion vitrea (T,). Esta

temperatura se entiende como el punto en el cual hay un cambio en el comportamiento del

Flujo de Calor (W/g)

0 ' 1(I)0 ' 2(I)O
Temperatura (°C)
Figura 8. Termograma DSC del producto pXS1, comportamiento tipico de los pXS'’s.
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polimero, para las temperaturas inferiores a la Ty el material se comportara como un solido
rigido, duro y quebradizo con propiedades analogas a las de un vidrio (de ahi el nombre de
la transicion), por otra parte, para temperaturas superiores el polimero se torna blando,

gomoso y se comporta como un liquido viscoso.

Es conveniente resaltar que la T4 se diferencia de la temperatura de fusiéon (Tm), esta Ultima
s6lo se expresa en polimeros cristalinos, mientras que la temperatura de transicion vitrea
es propia de polimeros amorfos. Para materiales que presentan las dos transiciones se
resalta que solo la fraccion amorfa produce la sefial de T, y la fraccion cristalina del

polimero produce la sefial de Tn.

En la Tabla 11 se muestran los valores de Tg, los cuales se pueden agrupar grosso modo
en 2 categorias, los productos que tienen T4 superior a 47°C (muestras 2, 3 y 16) se
comportan a temperatura ambiente como soélidos rigidos este resultado va de la mano con
los resultados experimentales (ver Tabla 10); se observa también que para temperaturas
superiores a los 65°C estos productos cambian su comportamiento de manera que es
posible pensar en una forma de moldeo a temperaturas intermedias entre su Tq y su
temperatura de descompaosicién, por ejemplo a 200°C. Por otra parte, el resto de productos
obtenidos presentan Ty en el rango entre (-10 a 10 °C), a temperatura ambiente se
comportan como un liquido viscoso, estos materiales son mas faciles de manejar, al

estudiar la relacion que existe entre estructura del polimero y su Ty, teniendo en cuenta los

Tabla 11. Resumen de Resultados de DSC en los pXS’s.

Experimento  Tg1 (°C) T2(°C) Experimento Tg1(°C) T2(°C)

1 -5.66 10 1.23
2 63.03 11 1.45
3 51.99 12 1.34
4 -7.41 165.7 13 9.77
5 -7.42 14 -3.94
6 -5.77 15 8.55 23.86
7 -9.28 16 47.96
8 -7.50 17 -6.08
9 -5.48 27.17 18 154

Tg1: temperatura de transicion vitrea. T2: transicion de cambio de estructura.
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resultados previos de espectroscopia IR se puede justificar los resultados obtenidos ya que
la movilidad de las cadenas poliméricas modifica la temperatura de transicion vitrea, de esta
manera tiene sentido que polimeros probablemente méas entrecruzados como 2, 3y 16

presenten Ty mayor que el resto de los productos, que se presume, son lineares.

Finalmente es apropiado concluir de estos resultados que todos los materiales sintetizados
son amorfos, debido a la ausencia de transiciones propias de una fase cristalina, como

temperaturas de fusion y cristalizacion.

6.3.2 Analisis Termogravimétrico (TGA).

Al observar los termogramas de los productos poliméricos entre 0 y 600°C se obtiene el
valor de la temperatura de descomposicion para el material. De forma analoga a los
resultados obtenidos en DSC, se presentara una figura modelo (Figura 9) tanto de TGA
como del analisis termogravimétrico derivativo (DTGA) (Figura 10) (este tipo de gréfica
muestra con exactitud la o las temperaturas de descompaosicidn y por consiguiente es mas
util para el analisis) y los resultados para los 18 materiales sintetizados se resumen en la
Tabla 12.

100
80
60

40 4

Pérdida de peso (%)

20

T T T T T T
0 200 400 600
Temperatura (°C)

Figura 9. Termograma TGA del producto pXS1, comportamiento tipico de los pXS’s
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Pérdida de peso derivativa (%/ °C)

0,0 H

0 | 200 | 400 | 600
Temperatura (°C)
Figura 10. Termograma DTGA del producto pXS1, comportamiento tipico de los pXS’s

En términos generales todos los materiales sintetizados son estables hasta 200 °C, en ese
punto inicia su descomposicion, la cual finaliza alrededor de 450 °C los valores
denominados T41 Yy Taz €n la Tabla 12 representan las temperaturas en que la pérdida de
peso es maxima, y se obtuvieron de la curva de DTGA, en cuanto a los valores de pérdida
de peso estos se obtienen de la curva de TGA cuando se analizan los rangos de
temperatura que corresponden a Tq1y Ta2, para este andlisis se empled el software TA

Universal Analysis.

Al hablar de estabilidad térmica un valor mas alto de Tq significa una mayor estabilidad, es
conveniente aclarar que los dos valores consignados en la Tabla 12 que representan las
temperaturas donde la pérdida de peso es maxima representan fracciones del material
polimerico diferentes, los cuales, como se observo en los resultados del DSC no poseen
fase cristalina, por esta razon se atribuye la aparicion de dos temperaturas de
descomposicién diferentes a fracciones de polimero con diferente peso molecular. El Unico
producto que carece de dos temperaturas de descomposicion es el 16N, lo que

probablemente se debe a la uniformidad en la composicion de este producto.
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Las pérdidas de peso previas a los 200°C se atribuyen a solventes incluidos en el polimero
(agua y/o limoneno), es probable que, con una mejor purificacion del producto, por ejemplo,

sometiéndolos a vacio por 24 h estos desaparecerian.

Tabla 12. Resultados obtenidos por TGA y DTGA en los pXS’s.

Experimento Te1 (C) Pérdida de peso Te2 (C) Pérdida de peso
(%) (%)

1 300.24 28.72 388.01 56.90
2 336.97 52.16 355.63 44.28
3 251.63 10.59 372.59 75.00
4 283.33 49.57 382.76 29.14
5 304.98 49.53 378.93 38.71
6 299.42 51.15 387.18 40.07
7 217.18 41.48 385.96 44.44
8 322.06 47.30 392.44 36.51
9 230.93 49.19 391.23 40.26
10 304.73 31.34 395.15 53.76
11 292.23 21.37 383.98 62.45
12 303.00 28.31 398.05 63.49
13 303.18 32.06 387.60 53.38
14 310.61 25.61 393.00 63.71
15 304.14 24.92 394.24 63.79
16 407.73 93.44 - -

17 322.46 49.12 404.44 42.57
18 297.14 29.38 382.08 45.73

Segun los resultados de los andlisis térmicos, debido a la ausencia de temperaturas de
fusibn y a las temperaturas de descomposicién se puede decir que los materiales

sintetizados son termoestables.
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6.4 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

La espectroscopia de RMN permite prever las posibles estructuras de los polimeros
formados, a continuacion (Figuras 11 y 12), se presentan los espectros obtenidos para el

pXS10.

3.81;3.56 3.81;3.56
110Ho 2.71

357338 3
OH36s
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OH OH
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f1 (ppm)

Figura 11. Espectro RMN *H del pXS10 (Inset: estructuras de xilitol y &cido succinico y

prediccion de desplazamiento en RMN *H).
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Figura 12. Espectro RMN *H del pXS10 purificado (Inset: estructuras de xilitol y acido
succinico y prediccion de desplazamiento en RMN H).

En los espectros mostrados en las Figuras 11 y 12 se observan dos zonas representativas
de sefales, en la region entre 2.5-3 ppm aparecen las sefiales correspondientes a los

metilenos del &cido succinico, como no se observan protones a campo bajo, donde deberia
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encontrarse un protén acido se asume que no hay acido succinico terminal en las cadenas
poliméricas. La region comprendida entre 3.5-4 ppm muestra las sefiales correspondientes
a los hidrégenos del xilitol (ver Figura 3), mas desprotegidos por la accion de los 5 oxigenos

de la molécula.

—t7F7—T1—7 T T T . T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
f1 {ppm)

Figura 13. Espectro RMN 3C del pXS10 purificado y sin purificar (superpuesto).

Al restar los hidrogenos de los hidroxilos primarios del xilitol, y de los grupos acidos en el
acido succinico (estos se pierden en la condensacion), se puede notar que la regién del
xilitol integra para 10 hidrégenos mientras que la region del &cido succinico solo integra
para 4 protones (en el caso ideal de una polimerizacion lineal), de esta manera una relacion
10:4 (2.5:1) en las integraciones indica una proporcion 1:1 xilitol: &cido succinico. Al
observar los valores reales de las integraciones en los espectros de RMN se observa que

esta es de 2.19:1 en el compuesto purificado un valor que, si bien es menor, no difiere
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significativamente de la situacion ideal, o cual permite suponer que este material polimérico

esta conformado casi en su totalidad por cadenas lineales.

La aparicién de dos sefiales por encima de los 170 ppm en la Figura 13, corresponde a
grupos carbonilo con ambientes quimicos diferentes, dado que ya se ha descartado la
existencia de grupos acido en el compuesto, la explicacion mas probable para estas sefiales
es la formacién de ésteres con ambientes quimicos diferentes, los cuales corresponderian
al éster de enlace lineal y al éster de enlace ramificado formado por la condensacién de un

grupo hidroxilo secundario del xilitol con el 4cido succinico.

Ademds, se puede observar (Figura 13) que no hay diferencia significativa entre los
espectros RMN del compuesto sin purificar y después del proceso de purificacién que
consistié en una recristalizacion a partir de una solucién acuosa concentrada del producto

afiadida gota a gota en un recipiente con gran cantidad de acetato de etilo.

6.5 ANALISIS DE PESO MOLECULAR OBTENIDO POR GPC

Los resultados de la Tabla 13 muestran los valores obtenidos en el andlisis de GPC para 3
muestras con condiciones de reaccion diferentes: los tiempos de reaccién son de 48h para
la muestra 5 y de 30h para las muestras 10 y 15; la carga enzimatica fue de 1%, 5.5% y 10
% para las muestras 5, 10 y 15, respectivamente; en cuanto a las temperaturas de reaccion
fueron de 120°C para las muestras 5 y 10, y de 140°C para la muestra 15. Se puede
observar que el rango de pesos moleculares obtenidos es similar, aunque la muestra 15P
presenta un mayor peso molecular atribuible tanto a la mayor carga enzimatica como a la

mayor temperatura de reaccion.

En cuanto a las muestras 5Ac y 5P que corresponden a fracciones solubles en acetona y
agua de un mismo experimento se observa que la fraccion de mayor peso molecular
corresponde a la soluble en agua, lo cual es contrario a lo que se esperaria normalmente
puesto que al aumentar el peso molecular usualmente disminuye la solubilidad, sin
embargo, es debido a la accion selectiva de la enzima hacia hidroxilos primarios que es
posible encontrar en esta muestra fracciones solubles de mayor peso molecular, a pesar

de esto, a medida que transcurre el tiempo de reaccion la cantidad de grupos hidroxilos
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primarios disponibles disminuye y por consiguiente se favorece la formacion de enlaces
éster con los grupos hidroxilos secundarios dando lugar asi a la aparicion de la fraccion

insoluble en agua.

Tabla 13. Resultados de pesos moleculares promedio.

Muestra Mn Mw M: PD
5Ac 849 1181 1651 1.3910
5P 942 1520 4998 1.6136
10P 924 1226 1598 1.3268
15P 1213 1776 2873 1.4641

Mn peso molecular promedio en nimero, Mw peso molecular promedio en masa, M; Peso molecular promedio
centrifugal, PD = Mw/Mn, polidispersidad, este parametro esta relacionado con la uniformidad en la longitud de
las cadenas.

Los experimentos 10 y 15 con el mismo tiempo de reaccién y la misma relacion entre
sustratos indican que al aumentar la carga enzimética y la temperatura de reaccion se

obtienen mayores pesos moleculares en el producto.

La polidispersidad en términos generales esta en los rangos deseables (cercanos a 1), una
polidispersidad elevada no es conveniente en la mayoria de aplicaciones debido a que esta
representa una gran variaciéon en los pesos moleculares de la muestra y tiene efectos

negativos en las aplicaciones potenciales del producto.

Si se comparan los resultados de esta investigacion con los obtenidos previamente en el
grupo de investigacion (M,:1000 y My: 1332) (Liz-Andela etal., 2017) para un pXS
sintetizado por via quimica en atmésfera de Nitrégeno durante 80h, se observa un aumento
considerable en el peso molecular (474 unidades comparado con la muestra 15) y se reduce

el tiempo de reacciéon a menos de la mitad.
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6.6 RESULTADO DE LOS ENSAYOS DE BIODEGRADABILIDAD

Los ensayos de biodegradabilidad (Figura 14) produjeron buenos resultados, en un periodo
de tiempo corto (4 semanas) se logré comprobar que existe pérdida de peso para las
muestras sélidas tanto en suelo natural (Tabla 13) como en el producto comercial Aqua
Clean® ACF-SC (Tabla 14), sin embargo, no existe una relacion directa apreciable entre la
pérdida de peso porcentual y el tiempo de reaccion o la carga enzimatica empleada, de
momento se puede decir que estos materiales son biodegradables pero es necesario
realizar analisis adicionales con respecto a la relacion entre la degradacion y la estructura

tridimensional del material.

Figura 14. Montaje del ensayo de biodegradabilidad en: a.) suelo y b.) Aqua Clean® ACF-SC.

Tabla 13. Resultados del test de biodegradabilidad en Suelo.

# Muestra Peso Inicial Peso Final Pérgégi de pgrécrgr:?l?al Pror;:rcilgnpt)l?;?lda

0,113 0,107 0,006 5,310

2 0,104 0,093 0,011 10,577 9,179
0,103 0,001 0,012 11,650
0,204 0,151 0,053 25,980

3 0,205 0173 0,032 15,610 21,030
0,200 0,157 0,043 21,500
0,105 0,102 0,003 2,857

16 0,120 0115 0,005 4167 3,267
0,108 0,105 0,003 2,778
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Tabla 14. Resultados del test de biodegradabilidad en Aqua Clean® ACF-SC.

#Muestra  Peso Inicial  Peso Final Pérdida de Pérdida Promedio pérdida
Peso porcentual porcentual

0,223 0,187 0,036 16,143

16,071
3 0,213 0,184 0,029 13,615
0,233 0,190 0,043 18,455
0,129 0,125 0,004 3,101

16 0,123 0,119 0,004 3,252 2,697
0,115 0,113 0,002 1,739

En cuanto al medio de degradacién se pudo apreciar que el suelo produjo una mayor
biodegradacién que una solucion a 1000 ppm de Aqua Clean® ACF-SC lo cual es atribuible
a una mayor variedad de especies de microorganismos, y ambos medios ocasionaron una
mayor degradacion que el agua lo que indica que la pérdida de peso no es producto
solamente de hidrdlisis. El resultado con la caja que no contenia mas que el polimero (Tabla
16) no fue el previsto, puesto que se esperaba que este no presentara una pérdida de peso,
al parecer este material posee la capacidad de incorporar agua en su estructura
tridimensional y de esta manera ganar peso, un factor que no fue tenido en cuenta antes

de iniciar la prueba y que podria dar lugar a otras aplicaciones para el material obtenido.

Tabla 15. Valores de referencia obtenidos con la Muestra #3.

Muestra Peso Inicial Peso Final Pérdida de Peso Pérdida porcentual
Caja con Agua 0,164 0,160 0,004 2,439
Caja Vacia 0,295 0,291 0,004 1,356

6.7 PROPUESTA ESTRUCTURAL Y APLICACIONES POTENCIALES DE LOS pXS’s

En la Figura 15 se muestra un ejemplo de posible estructura para un oligémero linear de
xilitol y acido succinico, una molécula con esta estructura quimica probablemente
conservaria la solubilidad en agua de los monoémeros, es de esperar que, en los pXS’s con
excepcion de los productos 2,3 y 16, estén presente mayoritariamente moléculas como la

de la Figura 15. Particularmente se sabe, gracias al analisis por resonancia magnética
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nuclear, que la relacion entre monomeros de la muestra 1 es muy cercana a 1 lo cual nos
proporciona la estructura lineal, ademas, debido a la ausencia de protones acidos se sabe

que los mondémeros en los extremos de la cadena deben ser moléculas de xilitol.

Este tipo de polimeros tienen aplicacién en el campo de la biomedicina, dénde se emplean
polimeros con alcoholes secundarios en la cadena polimérica principal para incluir mediante
enlaces covalentes farmacos como la aspirina (que tiene un grupo acido carboxilico en su
estructura) y permitiendo una liberacién prolongada del farmaco en condiciones fisiol6gicas
lo cual confiere al material original propiedades de antiinflamatorio (Dasgupta, Movva,
Chatterjee, & Madras, 2017).

OH OH OH OH OH

N *Am A

OH OH

Figura 15. Estructura propuesta para un pXS linear de 11 unidades monoméricas, con PM:
1304 D.

Otra industria que podria beneficiarse de las propiedades de estos nuevos materiales es la
industria alimenticia, ya que, los oligébmeros de carbohidratos tienen variedad de
aplicaciones, gracias a su solubilidad en agua su biocompatibilidad e incluso su aporte

calorico (Vazquez, Alonso, Dominguez, & Parajé, 2000).

Por otra parte, los pXS's 2,3 y 16 se diferencian notablemente de los deméas materiales
obtenidos, el hecho de que presenten caracteristicas tan diferentes, dado que provienen de
los mismos mondmeros y en condiciones de sintesis similares tiene que deberse a la
estructura molecular del material, probablemente su estructura sea similar a la que se
representd en la Figura 16, el espectro infrarrojo de estos materiales muestra una
disminucion bastante notable en la banda correspondiente a los grupos hidroxilos lo cual
evidencia la aparicion de ramificaciones, lo anterior se produce debido a un exceso de acido
succinico en la carga de monoémeros (relacion xilitol:acido succinico 1:2). Lamentablemente

hasta la fecha de escritura de este documento no ha sido posible obtener datos de masa
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molecular y resonancia magnética nuclear debido a que no se cuenta con los equipos

necesarios para analizar soélidos.

Lo que se sabe es que estos materiales estan por debajo de su temperatura de transicion
vitrea a temperatura ambiente, que son biodegradables, insolubles en los solventes

organicos convencionales y que tienen la capacidad de absorber moléculas de agua en su

estructura.
o) OH Q
HO OH
o) o)
0 o © 0
HO © 0
o)
o)
o)
© o) o)
o)
OH
OH

Figura 16. Estructura propuesta para un pXS entrecruzado de 7 unidades monoméricas,

probablemente insoluble en agua con PM: 769 D.

De forma general se puede pensar en los productos 2,3 y 16 como resinas termoestables,
rigidas y con buena estabilidad mecanica, este tipo de materiales se utilizan en construccion
de equipos y tuberias (Martinelli, Froimowicz, & Calder6n, 2003). Aunque quiza sea
prematuro hablar de aplicaciones para estos materiales especificamente, debido a la poca
informacién que se tiene, se podria pensar que estos sean aptos para las mismas
aplicaciones que otros polimeros de naturaleza similar, estd reportado que poliésteres

similares a base de galactitol son aptos para su aplicaciéon en ingenieria de tejidos debido
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a sus propiedades mecanicas, y en la liberacion de drogas gracias al conjunto de sus

propiedades estructurales (Natarajan, Movva, Madras, & Chatterjee, 2017).
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7. CONCLUSIONES

Se empled por primera vez Novozym® 435 para la obtencién de polimeros de xilitol y &cido
succinico. Los productos obtenidos poseen mayor peso molecular comparado con los pXS
sintetizados por via quimica tradicional reportados previamente en el grupo de

investigacion, ademas, con una reduccion de mas del 50% del tiempo de reaccion.

Las condiciones de reaccion empleadas se adecuan a la tendencia actual de investigacion
en polimeros en cuanto al uso de materias primas de fuentes renovables y econdémicas, la
seleccién de un medio de reaccién, limoneno, que es amigable con el ambiente y se emplea
por primera vez en polimerizaciones enzimaticas, el catalizador, que ademas de ser no
téxico es 100% recuperable y los productos obtenidos sufren procesos de biodegradacion

en suelo y en Agua Clean® ACF-SC.

Los materiales obtenidos son polimeros amorfos y termoestables, 15 de los 18 productos
sintetizados son solubles en agua, con temperaturas de transicién vitrea menores a 10°C;
los 3 restantes, insolubles, presentaron una temperatura de transicion vitrea entre 45-65
°C, evidenciando la versatilidad del método ya que so6lo con variar la proporcion entre
mondémeros se obtienen materiales con propiedades fisicas diferentes y que pueden,

potencialmente, ser adaptados a aplicaciones distintas.

Los pesos moleculares obtenidos (Mw: 1520, Mw: 1226 y Mw 1776 para los pXS's 5,10 y
15), a pesar de ser superiores a lo reportado previamente, son bajos en términos de
materiales poliméricos tradicionales, por lo cual estos materiales se clasifican como

oligbmeros.

El ensayo de biodegradabilidad permiti6 observar que, al mismo tiempo de
experimentacién, el suelo natural provoca una mayor degradacion que el producto
comercial Aqua Clean® ACF-SC, lo cual se explica por la presencia de una mayor variedad

de microorganismos.
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8. RECOMENDACIONES

Para aplicaciones en biopolimeros usualmente se requieren productos con peso molecular
superior a 5000, dado que este es el principal interés en los poliésteres biocompatibles seria
conveniente estudiar una posible copolimerizacién de los polimeros obtenidos con otros
polimeros provenientes de fuentes naturales con caracteristicas diferentes con el fin de

elevar su peso molecular y asi producir materiales con mejores propiedades fisicas.

Es conveniente ampliar el estudio de las propiedades fisicas y quimicas de los pXS’s
obtenidos, incluyendo pruebas de biodegradabilidad con mayor nUmero de muestras y
mayores tiempos, asi como otras pruebas de interés como hinchamiento en diferentes

solventes, hidrdlisis a pH's acidos y basicos y pruebas reoldgicas.
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ANEXOS

ANEXO A Ensayos preliminares.

En esta seccién se plasman los ensayos iniciales en la investigacion, la informacion

obtenida en los mismos fue importante para el planteamiento del disefio experimental.

Primeras aproximaciones a la sintesis de pXS por via enzimatica con N435.

Relacion Tiempo ) Temperatura Medio de
#Ensayo % Enzima » Resultado
AS: X* (h) (°C) reaccion
Eter
1 11 24 10 35 o N.R
dietilico
2 11 24 10 45 THF N.R
Reaccion
Sin interrumpida
3 1:1 1 10 95 ]
solvente por burbujeo
excesivo.
Liquido
4 11 12 10 140 Limoneno  viscoso color
marron
Liquido
5 1:1 12 5 140 Limoneno  viscoso color
marron
Liquido
10 ) ) a
6 11 12 - 140 Limoneno  viscoso color
(Reutilizada) i
marron

* AS (Acido succinico): X (Xilitol).

Todos los ensayos se llevaron a cabo en un matraz de fondo redondo con agitacion

magnética, adaptado a un condensador recto y sobre trampa de arena. Los primeros
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intentos de sintesis no produjeron el resultado deseado, de hecho, no produjeron ningdn
producto (Tabla 7, Aproximaciones 1y 2). Los medios de reaccién éter dietilicoy THF fueron
descartados debido a su bajo punto de ebullicién, lo que restringia la temperatura de la
reaccién, tampoco se pudo llevar a cabo sin solvente (Tabla 7, Aproximacion 3) debido a la
formacion de burbujas que desplazaban el contenido del matraz hacia el condensador. Por
otra, parte el limoneno como medio de reaccion produjo buenos resultados gracias a su alto
punto de ebullicion lo que permitié la formaciéon de un producto viscoso color marrén, el
buen resultado producido al usar este solvente y la naturaleza del mismo hizo que se optara

por utilizar limoneno para todos los ensayos posteriores y en el disefio experimental

Los otros parametros (Tiempo, Relacion Acido Succinico: Xilitol, % Enzima y Temperatura)

fueron seleccionados como variables del disefo.
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ANEXO B CD con Espectros IR, DSC y TGA de los productos obtenidos.
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