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RESUMEN

RESUMEN

Mediante trabajos previos realizados en el Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de Plantas de la Facultad de Quimica de la UNAM, se aislé una cepa
bacteriana que corresponde a la especie Alicycliphilus sp., la cual es capaz de utilizar
poliuretano hidrosoluble (Hydroform®) como Unica fuente de carbono y mediante el
método de hidrdlisis de acetato de p-nitrofenilo (p-NPA) se logré determinar su actividad
enzimatica la cual es de tipo esterasa.

La cepa Alicycliphilus sp. se ha utilizado en estudios previos de biodegradacion de
poliuretanos sintetizados en el laboratorio, asi como en poliuretanos comerciales, los
cuales, han sido tratados previamente mediante procesos quimicos (glicélisis, amindlisis e
hidrolisis); esto con el objeto de producir cadenas pequefias y asi someterlas
posteriormente al proceso de biodegradacidn para poder observar un proceso catalitico
maés efectivo en la hidrolisis de los grupos éster presentes en los sustratos, sin embargo, al
emplear este tipo de muestras se dificulta entender el posible mecanismo enzimatico que
se lleva a cabo durante la biodegradacion, debido a la complejidad de la estructura interna
del polimero, (ramificaciones, entrecruzamiento de cadenas, presencia de aditivos,
impedimento estérico (volumen libre), cristalinidad, etc.), (%) por esta razon, se
emplearon moléculas mas sencillas, cuatro oligomeros de uretano, de los cuales; dos
oligomeros se obtuvieron a partir de tereftalato de bis-(2-hidroxietileno), (BHET),
reaccionando con el compuesto 4,4 -difenil diisocianato de metilo (MDI) en relacion
estequiométrica NCO/OH 1:2 y NCO/OH 2:1. Los dos oligomeros de uretano restantes se
obtuvieron a partir de adipato de bis-(2-hidroxietileno), (BHEA) el cual se hizo
reaccionar con el diisocianato mencionado anteriormente en relacion NCO/OH 1:2 y
NCO/OH 2:1. Los materiales obtenidos se caracterizaron mediante las técnicas de
infrarrojo (IR), cromatografia de gases-masa (GC-MS), calorimetria diferencial de barrido
(DSC) y termogravimetria (TGA). Una vez caracterizados los compuestos de uretano se
observd que presentaban pesos moleculares inferiores a 2000 Da y polidispersidades
mayores a 1.5.

Los oligomeros de uretano fueron sometidos a pruebas de degradacién tanto enzimatica,
(debida a la cepa bacteriana), como no enzimatica, (debida Unicamente al medio acuoso),
durante 214 horas de incubacién en medio minimo. Sin embargo, a partir de los
resultados obtenidos mediante GC-MS, DSC y TGA de los materiales sometidos a
degradacion no enzimatica vs. los materiales sometidos a degradacién enzimatica se pudo
observar que el mecanismo principal de degradacion de los compuestos de uretano es por
la primera via, considerando por lo tanto a la degradacion enzimatica como un posible co-
metabolismo, no siendo este el mecanismo principal de degradacion. Adicionalmente, los
oligomeros sintetizados en este trabajo mas que representar a una posible fuente de
carbono para la cepa bacteriana Alicycliphilus sp., fueron materiales toxicos limitando el
posible crecimiento bacteriano y haciendo que la fase exponencial en las curvas de
crecimiento no fueran prolongadas.
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SUMMARY

Through previous work at the Department of Biochemistry and Molecular Plant Biology,
Faculty of Chemistry, UNAM, Alicycliphilus sp. was isolated from a bacterial strain
which is capable of using water-soluble polyurethane (Hydroform®) as sole carbon
source. The method of hydrolysis of p-nitrophenyl acetate (p-NPA) was carried out to
determine its enzymatic activity which is of esterase type.

Alicycliphilus sp. strain has been used in previous studies of biodegradation of
polyurethanes synthesized at laboratory and in commercial polyurethanes, which have
been previously treated by chemical processes (glycolysis, aminolysis and hydrolysis);
this in order to produce small chains and subsequently undergo biodegradation process to
observe a catalytic process more effective in the hydrolysis of ester groups present in the
substrates, however, by using these samples may be difficult to understand the enzymatic
mechanism that place during biodegradation, due to the complexity of the internal
structure of the polymer (branching, crosslinking of chains, presence of additives, steric
hindrance (free volume), crystallinity, etc.), “® for this reason, we used simpler
molecules, four urethane oligomers, which, two were oligomers obtained from a
terephthalate-2-hydroxy ethyl (BHET), reacting with the compound 4,4-diphenyl methyl
diisocyanate (MDI) in stoichiometric ratio NCO / OH 1:2 and NCO / OH 2:1. The two
remaining urethane oligomers were obtained from adipate bis-2-hydroxyethyl (BHEA)
which was reacted with isocyanate mentioned above in relation NCO/OH 1:2 and
NCO/OH 2:1. The materials were characterized using the techniques of infrared (IR), gas
chromatography-mass (GC-MS), differential scanning calorimetry (DSC) and
thermogravimetry (TGA). The characterization displayed molecular weights lower than
2,000Da and high polydispersities being an indication those urethane oligomers were
obtained.

The urethane oligomers were tested both by enzymatic (in presence of the strain) and non-
enzymatic degradation (due solely to the aqueous environment) during 214 hours of
incubation in basal medium. However, the results obtained by GC-MS, DSC and TGA of
the materials subject to degradation due solely to the aqueous environment (non-
enzymatic hydrolysis) vs. materials subjected to enzymatic hydrolysis showed that the
main mechanism of degradation of urethane oligomers was the non-enzymatic hydrolysis,
considered enzymatic hydrolysis as a possible co-metabolism, not being this the primary
mechanism of degradation. Additionally, the oligomers synthesized in this work represent
not only a source of carbon for Alicycliphilus sp. but these materials toxic could they
might limit bacterial growth making the exponential phase and stationary growth curves
not extended.

Xl
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INTRODUCCION

Cada vez mas, las investigaciones realizadas a nivel mundial, se dirigen en la direccion de
encontrar soluciones no contaminantes hacia el medio ambiente en los procesos de
produccion de materiales poliméricos y reciclaje, tanto a nivel industrial como en el
laboratorio. En la actualidad debido a la gran cantidad de residuos existentes, el reciclado
resulta necesario y de gran importancia. EI 7 % de los residuos totales son plasticos pero
debido a su volumen ocupan un 20 % del total de los mismos. Dentro de los residuos
plasticos un 5% de los mismos pertenece al poliuretano. Por esta razon, las técnicas de
reciclado de poliuretano han evolucionado de forma importante. ¢

Los poliuretanos son quizas los polimeros mas novedosos debido a la notable reduccion
de costo durante su fabricacion, al no tener que emplearse altas presiones en su sintesis, 1o
cual, ha potenciado de forma inmediata el campo de sus aplicaciones. Las principales
aplicaciones de estos polimeros son la fabricacion de espumas, revestimientos flexibles y
rigidos, adhesivos y elastémeros sintéticos. &> La aplicacion en la industria médica se
encuentra en etapa de desarrollo, siendo una gran Joromesa. Destacandose sus usos en la
fabricacion de parches, catéteres, y microcapsulas. & *©

El gran interés prestado en los poliuretanos (PUR) se origina por la extensa variedad de
sus reacciones quimicas y la amplia diversidad de sus propiedades. En general, un aspecto
sobresaliente en los poliuretanos resulta su adhesividad, resistencia, elasticidad " y no
toxicidad. ‘%

Desde hace algunos afos se vienen estudiando modificaciones en el proceso de obtencion
de estos polimeros incorporando una fuente natural renovable como: olote de maiz,
cascara de pifia “? y pergamino de café, ***¥ por contener celulosa y lignina en su
composicion, ambas fuentes de grupos hidroxilos, con el objeto de obtener productos
biodegradables, sin embargo, la gran mayoria de los poliuretanos que se formulan y
fabrican en la actualidad, no provienen de fuentes renovables y al cumplir su tiempo de
vida atil se acumulan como la mayoria de los otros materiales sintéticos, en los depdsitos
de basura.
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Dentro de esta corriente de ambientalizacion, en las actividades relacionadas con la
investigacion en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de plantas e
Ingenieria Quimica de la Facultad de Quimica de la UNAM, se ha estudiado una técnica
complementaria en el ambito de reciclaje de poliuretano, la cual, consiste en la
biodegradacion mediante la cepa bacteriana Alicycliphilus sp., capaz de utilizar un
poliuretano hidrosoluble (Hydroform®) como fuente de carbono ™ | permitiendo
considerar dicha técnica, como una alternativa a las metodologias de reciclado ya
existentes: reciclado mecénico, reciclado quimico y recuperacion de energia mediante
incineracién. La viabilidad de cada técnica depende del tipo de poliuretano, del uso
posterior y de su costo.

susceptible a hidrolisis
enzimatica por la cepa
Alicycliphilus sp.

Figura 1. Estructura general de los compuestos de uretano a biodegradar. Enlace
susceptible a hidrolisis enzimatica mediante la cepa Alicycliphilus sp.

1.10bjetivos.

Con el fin de explorar el posible reciclaje por biodegradacién mediante la cepa
Alicycliphilus sp., se desarrollo el presente trabajo el cual tiene los siguientes objetivos:

1) Sintetizar oligomeros de uretano, (Fig.1) cuyas formulaciones se basen en la
produccion de poliuretanos para espumas flexibles, pero, obteniendo materiales
menos complejos (sin aditivos) y de bajo peso molecular, donde n=1-3.

2) Lograr elucidar el mecanismo de degradacion involucrado durante las pruebas de
degradacion tanto por hidrolisis no enzimética (debida al medio acuoso) como
enzimatica, (debido a la cepa bacteriana Alicycliphilus sp.), al identificar mediante
GC-MS a los productos o metabolitos, obtenidos durante las pruebas de
degradacion.

3) Determinar cuales podrian ser los factores estructurales y morfoldgicos de los
compuestos a biodegradar que pueden o no inducir a la biodegradacion.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2. Reciclaje de materiales poliméricos.

A pesar de lo mucho que se ha planificado, legislado, experimentado e intentado en
cuanto al reciclaje de desechos relacionados a los polimeros, aun éste es un problema no
resuelto, y en el mejor de los casos, resuelto s6lo parcialmente.

A la fecha se dispone de propuestas y tecnologias desarrolladas para reciclar materiales
poliméricos, fundamentalmente bajo principios mecanicos, y que funcionarian sin
problemas, si es que se cumplen simultdneamente una serie de requisitos operativos y
técnicos @ 2% 2D Al momento de evaluar la factibilidad de aplicarlas en situacion real y a
gran escala, irremediablemente se debe de aceptar una realidad dificil de doblegar, y es
que la calidad y precios del material reciclado por los métodos propuestos no es
competitiva al lado de los precios de las materias primas o resina virgen empleadas en la
fabricacion de los polimeros.

Actualmente se cuenta con programas de recoleccion, clasificacion, separacion y
reciclaje de materiales poliméricos. Hasta ahora el método que ha dado resultado es el que
se aplica en la fuente primaria de generacion, es decir, en el lugar mismo de la fabricacion
del material antes de que este sea llevado a la etapa de utilizacion. @ °* Este reciclaje en
la fuente, resulta factible, dado que el tipo de polimero que compone el desecho es
conocido, esta limpio y la pigmentacion es la misma con que se esta trabajando en la linea
de fabricacion. Si se hacen mejoras en los procesos de conversion, es posible reducir la
cantidad de productos que estan fuera de especificacion, lo que apunta en la direccion de
la minimizacién de la generacion de residuos primarios, y si estos se llegan a generar, se
reutilizan en un 100% como materias primas. De esta forma se sustenta la idea de que
todo plan de minimizacion debe comenzar por la reduccion en la fuente.

El aumento en el consumo de los materiales poliméricos en la sociedad moderna, se
estima que crece un 4% anualmente; ®® se ha producido en paralelo con el desarrollo
tecnoldgico de estos materiales, cuyo uso se ha extendido ademas de en el campo ya
convencional de los envases, en la fabricacion de componentes en las industrias
automotriz, de vivienda, vestido y todo tipo de bienes de consumo. Sin embargo, el éxito
en el desarrollo tecnolégico no ha llevado emparejada la prevision de reciclado de los
productos. Se estima que se recupera o recicla menos del 15% de los materiales
poliméricos residuales. Los plasticos contenidos en los residuos sélidos urbanos (RSU)
son principalmente polietileno (PE) y polipropileno (PP), alrededor del 60%, y en menor
proporcion estan el poliestireno (PS), cloruro de polivinilo (PVC), poli(tereftalato de
gtzilggo) (PET), poliestireno-butadieno (PS-BD); poli(metacrilato de metilo) (PMMA), etc.
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Siendo el porcentaje de recuperacion del plastico utilizado en diferentes sectores
industriales muy bajo.

La explicacion de esta situacién podria deberse a los siguientes motivos:

> El envase pléstico no es retornable como las botellas de vidrio.

» Su baja densidad eleva el costo de transporte, haciendo imprescindible su rotura
para el transporte a los centros de reciclaje.

» La diversidad de materiales plasticos, de diferente composicion, exige una
separacion en familias antes de ser reciclado, complicando la recogida selectiva.

La importancia de reciclar el plastico cobra asi, una dimension inexistente en otros
materiales y ayuda considerablemente a justificar su reciclado. En la década de los 90 la
Unién Europea y Japén ¥ han sido los lideres en el reciclado de plasticos.

Existen diversos métodos en el tratamiento del reciclado de los plasticos, denominados:
Primario, secundario, terciario y cuaternario.

El tratamiento primario consiste en operaciones mecanicas para obtener un producto de
caracteristicas similares que el producto original. En el tratamiento secundario,
consistente en la fusién; los desechos son convertidos en productos de diferentes formas y
con mayor espectro de aplicaciones, las cuales son diferentes a las del plastico original.
Esta es la tecnologia méas usada hasta ahora, particularmente en la industria automotriz, y
se estima que sélo el 20% de los plasticos pueden ser reciclados de esta forma.

El reciclado terciario, o "reciclado quimico", persiguen el aprovechamiento integral de los
elementos constitutivos del plastico, por transformacion del mismo en hidrocarburos, los
cuales pueden ser materias primas para la obtencion de nuevos plasticos o en otras rutas
en la industria petroquimica. Los métodos pueden ser quimicos o térmicos, dependiendo
del tipo de polimero. > 2°)

El reciclado cuaternario consiste en la incineracion para recuperar energia. Actualmente
no es muy aceptado socialmente por los problemas medioambientales.

2.1 Tipos de reciclaje.
2.1.1 Reciclaje mecanico.

Este tipo de reciclaje es un proceso fisico, que consiste principalmente en una secuencia
de clasificacién-separacion de los residuos, seguida de una limpieza y posteriormente una
granulacion.

La clasificacion y separacion de los residuos no siempre es simple debida a las distintas
formas, colores y propiedades fisicas y quimicas. La limpieza consecuente también es
compleja. Las impurezas posibles de encontrar son variadas y a veces dificiles de separar:
grasas, aceites, lacteos, pinturas; y un sin nimero de otros residuos dificultan el proceso
de limpieza, siendo este factor crucial al momento de hacer factible el reciclaje mecanico.

4
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2.1.2 Reciclaje quimico.

En este proceso se lleva a cabo la depolimerizacion del material dando como resultado la
obtencién de los mondmeros que se utilizaron como materia prima. Algunos métodos de
reciclado quimico ofrecen la ventaja de no tener que separar algunos tipos de materiales
poliméricos, reduciendo de esta manera los costos de recoleccion y clasificacion. Dentro
de lo principales procesos existentes estan:

2.1.2.1 Pirolisis: Este proceso se lleva a cabo a temperaturas de operacion de 400-800°C
bajo presidn reducida o en atmdsfera inerte.

El método termolitico de descomposicion es necesario para la ruptura de las cadenas de
los polimeros de adicion como lo son los polimeros vinilicos, acrilicos fluoroplasticos y
poliolefinas. Este método tiene mayor diversidad y flexibilidad que la solvélisis
(quimidlisis) en tanto que comprende tratamientos a altas temperaturas como la pirélisis y
gasificacion y otros procesos que son habituales en refineria, generalmente con
intervencion de catalizadores sélidos: Craqueo térmico, hidrogenacion catalitica y craqueo
catalitico. Los polimeros son convertidos a mondmero, a combustibles gaseosos Yy
liquidos, y a compuestos de base en la petrogquimica. & 2%

2.1.2.2 Hidrogenacion: En este caso los plasticos son tratados con hidrogeno y calor. Las
cadenas poliméricas son rotas y convertidas en un petréleo sintético que puede ser
utilizado en refinerias y plantas quimicas.

La hidrogenacién catalitica es una via avanzada comercialmente. La planta de Veba Oel
en Alemania procesa 400 Ton/afio de plasticos (acepta hasta un 10 % de PVC). Opera a
150-300 bar y 470 °C en atmdsfera de hidrégeno, dando un producto con un 60% de
parafinas, 30% de nafta, 9% de aromaticos y 1% de olefinas. La rentabilidad de la planta
exige una tasa de 120 USD/Ton de plastico tratado. Sin embargo, los inconvenientes se
centran en: 1) El costo de la necesaria separacién y clasificacion de plasticos. 2) La
alimentacion al equipo de tratamiento, preferiblemente en una corriente fluida. 3) La

eliminacién de contaminantes como el cloro y el nitrégeno. 4) EI hidrogeno es inflamable.
(3D

2.1.2.3 Quimidlisis: La descomposicion quimica, ruta mas desarrollada industrialmente
que la térmica, es aplicable solamente a polimeros de condensacion (poliésteres, nylon y
poliuretanos), los cuales tienen grupos funcionales unidos por enlaces débiles que son
susceptibles al ataque con determinados agentes quimicos. Segun el agente utilizado las
vias de tratamiento son: Metandlisis, glicdlisis (Fig. 2.1) e hidrolisis.

Es de destacar que los procesos de metanolisis (con metanol) y glicélisis (con etilenglicol)
eliminan impurezas de los plasticos y los compuestos obtenidos se pueden destinar a la

{abrigacién de articulos con restricciones de calidad como los de envasado de alimentos.
32, 33
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Figura 2.1 Mecanismo de glicdlisis del grupo uretano mediante dietilenglicol y
catalizador DBTL. ¢©

2.1.3 Reciclaje fisico.

2.1.3.1 Recuperacion de energia: Incineracion.

La incineracion es la forma mas efectiva de reducir los materiales organicos, que de otra
forma, irian a parar a un vertedero. Sin embargo, tiene el problema de que durante el
proceso se genera CO, perjudicial para el medio ambiente ya que es el responsable del
efecto invernadero. Sin embargo, si la energia generada se emplea, se evita el consumo de
combustibles fdsiles, ayudando asi a la conservacion de los recursos naturales sin
aumento adicional de las emisiones de CO, al medio. Esto es de gran importancia para la
consecucion del "desarrollo sostenible".

Un proceso desarrollado en Suiza trata a los residuos sélidos urbanos en primera
instancia compactandolos y posteriormente desgasificandolos y pirolizandolos en un etapa
a 600 °C, donde los gases producidos son alimentados a un horno de incineracion a
2000 °C. Siemens KWU también tiene otro proceso en el que los residuos son pirolizados
en un horno rotatorio a 450 °C. Cada Ton de residuos genera 655 kg de gas y 345 kg de
s6lidos y el gas se alimenta en un incinerador a 1300 °C. ¢6:3"
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2.2 Reciclaje de poliuretanos.

En la actualidad debido a la gran cantidad de residuos existentes el reciclado resulta
necesario y de gran importancia. EI 7 % de los residuos totales son plasticos pero debido a
su volumen ocupan un 20 % del total de los mismos. Dentro de los residuos plasticos un
5 % de los mismos pertenece al poliuretano. Por esta razon, las técnicas de reciclado de
poliuretano han evolucionado de forma importante. %

Dependiendo del tipo de poliuretano (propiedades y aplicacion) y de factores de tipo
econdmico, logistico y ecoldgico; podemos hablar de cuatro tipos de técnicas de reciclado
a emplear:

Reciclaje mecanico.

Reciclaje quimico.

Recuperacién de energia mediante incineracion.
Biodegradacion.

YV V V V

La viabilidad de cada técnica depende del tipo de poliuretano, del uso posterior y de su
costo, 44 45 46)

2.2.1 Reciclaje mecénico
Los tipos de reciclaje mecanico para poliuretano son:

1. Prensado adhesivo.

2. Moldeo por compresion.

3. Espuma flexible entrecruzada.
4. Pulverizacion.

2.2.1.1 Prensado adhesivo.

Esta técnica no solo se puede aplicar a los poliuretanos, sino también a otros residuos
como, por ejemplo, papel o goma. **®

Procedencia: el poliuretano utilizado en esta técnica puede proceder de:

Moldeo mediante la técnica RIM (reaction injection molding) o RRIM (reinforced
reaction injection molding).

Espuma empleada en los parachoques.

Espuma termoformable.

PUR integrable (volantes).

PUR empleado en las moquetas de los coches (insonorizacion).

Espuma semirigida empleada en paneles de instrumentacion, refrigeradores o paneles de
puerta.
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Proceso: El porcentaje de contenido de residuo en el producto final es muy elevado (en
muchos casos llega hasta un 90 %) y el proceso consiste en cuatro pasos principales a
partir de la obtencion de la pieza de material a reciclar:

Trozos de pieza de
poliuretano

'd N\
Granulacion

e o N
Adicion
de diisoicianato
del 5 al 10%
N J

Formacion del nuevo
material a altas
temperaturas (100-
200°C) y presion
(30-200bar)

Corte y Pulido de la
pieza
- J

Figura 2.2 Diagrama de proceso para el método prensado adhesivo.
Aplicaciones: el material resultante de esta técnica se emplea en:

» Restauracion de edificios antiguos (en el caso del PUR que proviene de autopartes).
» Muebles para embarcaciones.

» Alfombrado de gimnasios (debido a su elasticidad).

» Muebles de cocina.

2.2.1.2 Moldeo por compresion.

Proceso: mediante esta técnica el poliuretano se muele en particulas muy finas y se
somete a presiones y temperaturas altas con objeto de generar un material de
caracteristicas ideales para aplicaciones automovilisticas. Tanto la molienda como la
compresion deben ser altamente controladas para cada tipo de aplicacion. (10)

Aplicacion: Debido a la escasa variacién en la caracteristica de elongacion, estos
materiales son adecuados para multiples aplicaciones (moldeado mediante técnica RIM).
Las ventajas que presenta esta técnica son:

> El material resultante esta exento de tensiones internas, presenta una mejor resistencia
al calor.
» El material contiene 100 % de material reciclado.

8
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2.2.1.3. Espuma flexible entrecruzada.

Proceso: La espuma enlazada es un producto moldeado hecho de espuma de poliuretano
flexible triturada que se mantiene adherida gracias a un entrecruzante.

En la trituracion de la espuma se obtienen trozos de aproximadamente 1 cm. La activacion
y curado se realiza por vapor (Fig. 2.3). @9
Las propiedades de las piezas obtenidas vienen determinada por varios factores:

» Tipo y densidad de la espuma usada.
» Tamafio y uniformidad de la particula.
» Tipo de entrecruzante.

» Relacidn entrecruzante/ espuma.

[ Recolzccion dz PUR J

[ Trituracién |
|
Recubrimisnto dal
PUR

Mol d-u- ]

CDmpI“StDﬂ hasta tener
la daﬂs.uiad dezzada

Activ acmn del
mtrsc—mzant 2

[ Curadﬂ ]

[ Secado ]

Figura 2.3 Diagrama de proceso para el método espuma flexible entrecruzada.

Aplicacion: La relativa alta densidad y excelente resiliencia conseguida con esta técnica
la hace adecuada para aplicaciones como apoya codos, apoyacabezas, insonorizantes,
alfombrado asi como muebles de oficina. Hasta 20.000 toneladas de este material es
empleado en Europa y constantemente nuevas aplicaciones son descubiertas.

1.2.1.4. Pulverizacioén.

Esta tecnologia es extremadamente versatil ya que se emplea en un gran numero de
aplicaciones del poliuretano. Consiste en la transformacion de la espuma en polvo fino
que se mezcla con poliol y se utiliza para la fabricacion de nuevos productos de
poliuretano.
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Proceso: Esta técnica se emplea para el reciclado de asientos de PUR, (Fig.2.4)
observandose que los nuevos asientos, (15-20% de material reciclado), presentan
excelentes caracteristicas y dependiendo del tipo de espuma las propiedades fisicas estan
afectadas en mayor o menor medida. ¢ *

Figura 2.4 Proceso de reciclado de asientos mediante la pulverizacion.

Aplicacién: El desarrollo comercial de esta tecnologia en areas como espuma en bloque y
moldeadas se anticipa en un futuro cercano, mientras que se exploran otras aplicaciones
potenciales, Bayer A.G. y Hennecke Polyurethan-Anlagentechnik han sido los primeros
en desarrollar un sistema a escala industrial (Grind Flex Technology), el cual permite
incorporar de forma homogeénea particulas sélidas de espuma (polvo) en la estructura final
del blogue. ¥

2.2.2 Reciclaje quimico.

Las diferentes técnicas que estan incluidas dentro del reciclado quimico se basan en la
aplicacion de diversos procesos quimicos y térmicos que rompen los materiales
poliméricos en fracciones de bajo peso molecular. (45)

Las técnicas mas empleadas son:

1. Hidralisis.

2. Aminolisis.

3. Glicolisis.

4. Pirolisis.

5. Hidrogenacion.

6. Gasificacion.

Siendo estas tres ultimas de caracter termoquimico.

La hidrolisis, glicolisis y amindlisis emplean agua, alcoholes y aminas, respectivamente
para romper a la cadena polimérica y asi obtener poliol y diaminas aromaéticas (producto
de hidrolisis del diisocianato). De estas Gltimas se regenera el diisocianato que junto al
poliol son empleados en la fabricacion de poliuretano de calidad.

10
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2.2.2.1 Hidrélisis.

En la hidrolisis el poliol-poliéter y diaminas son obtenidas por aplicacion de vapor a altas
presiones; después de las operaciones de separacion, purificacion y conversion de las
diaminas en isocianato. Ambos materias (poliol-poliéter e isocianato) son utilizados en la
fabricacion de PUR flexible. Compafiias como Ford S.A. de C.V. y General Motors han
concentrado todos sus esfuerzos en el desarrollo de este tipo de proceso. 549

2.2.2.2 Glicadlisis.

La glicolisis (alcohdlisis) es un proceso en el cual se utilizan glicoles para convertir el
polimero en un liquido a una temperatura de 200°C y a presion atmosférica.

El proceso consiste en romper la cadena polimérica reemplazando las moléculas de poliol
por glicol. Esto produce una mezcla de poliol original, un poliol nitrogenado, diisocianato
y glicol sobrante de la reaccion que debe ser tratada para separacion y purificacion.

Los polioles obtenidos en la glicolisis de espuma flexible pueden ser reutilizados en la
fabricacion de espuma semirrigida sustituyendo el 40 % de poliol virgen sin una pérdida
de propiedades significativa. Para reutilizar el poliol en espuma de PUR flexible se
necesitan polioles de bajo numero de grupos hidroxilo. Esto se consigue con pequefias
cantidades de glicol. “°

2.2.2.3 Amindlisis.

Cuando se utiliza la técnica de amindlisis se obtiene poliol y urea di sustituida. Productos
como dibutilamina, etanolamina, etc., son empleados como agentes depolimerizantes.

2.2.2.4 Pirdlisis, hidrogenacion y gasificacion.

En la pirolisis, hidrogenacion y gasificacion se transforma la espuma de poliuretano en
fracciones de hidrocarburos de bajo peso molecular.

La pirolisis consiste en aplicar calor bajo atmosfera inerte para dar lugar a hidrocarburos
liquidos y gaseosos. La hidrogenacion consiste en el tratamiento de residuos con
hidrogeno a temperaturas y presiones elevadas. En la gasificacion, los poliuretanos son
calentados con aire o con oxigeno y asi se produce la oxidacion parcial de los
hidrocarburos para producir una mezcla de gases como: mondxido de carbono e
hidrogeno que pueden ser utilizados para la produccion de metanol o amoniaco y/o
incluso como agentes para la produccion de acero en hornos de venteo. 39

La gasificacion, desarrollada por diferentes empresas como la Shell Chemicals, Texaco y

Ewivk se realiza en condiciones mas severas que las de Iabpir(’)lisis, 960 °C y 60 bar, para
la obtencion de gas de sintesis convertible en metanol. G )

11
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2.2.3 Reciclaje fisico.
2.2.3.1 Incineracion.

Los residuos generados en la incineracion son inertes e incluso se pueden utilizar como
material de construccion. La energia recuperada es equivalente a la que se pude obtener si
se emplea carbén, de hecho, la incineracion de muchos poliuretanos conlleva unas
emisiones inferiores a las del carbon propiamente dicho. 7 *®

La incineracion con recuperacion de energia se esta considerando como una solucion
responsable desde el punto de vista medioambiental en la gestion de los residuos de
poliuretano. Ofrece una solucidn tanto en cuanto las otras opciones de reciclado son mas
costosas desde el punto de vista ecolégico y econdmico. Por esa razon es necesario seguir
explorando nuevas alternativas que permitan trabajar aisladamente o conjuntamente con
alguna de las técnicas de reciclado utilizadas en la actualidad.

2.2.4 Alternativa de reciclaje de poliuretanos. Biodegradacion.
2.2.4.1 Definiendo la biodegradacion.

Desafortunadamente, el término biodegradacion en relacion a los plasticos no se ha
aplicado consistentemente a lo largo del tiempo, provocando confusion. El deterioro o
pérdida de las caracteristicas fisicas del material es a menudo confundido con la
biodegradacion. Sin embargo, la biodegradacion es un proceso natural y complejo de
descomposicion facilitado por mecanismos biogquimicos. ©% 5V

> Biodegradacion primaria (o degradacion parcial): es la alteracion en la estructura
quimica resultando en pérdida de las propiedades especificas del polimero.

> Biodegradacion final (o degradacion total): el material es totalmente degradado por
microorganismos generandose como productos finales CO, (bajo condiciones aerobias)
0 CH, (bajo condiciones anaerobias), agua, sales minerales y biomasa.

2.2.4.2 Mecanismo general de biodegradacion de polimeros.

La biodegradacion de polimeros se refiere al ataque por microorganismos dirigida hacia
materiales polimérico naturales o sintéticos los cuales algunos de ellos presentan baja
solubilidad o insolubilidad en medio acuoso, lo que implica para estos casos, un proceso
heterogéneo, debido a la baja solubilidad en agua y al tamafio de las moléculas
poliméricas, los microorganismos no son capaces de transportar el material polimérico
directamente hacia el interior de las células donde se lleva a cabo la mayoria de las
reacciones bioquimicas. ©* &

En un principio los microorganismos liberan enzimas extracelulares, las cuales
depolimerizan a las cadenas del material polimérico (Fig. 2.5). Si la masa molecular de
los polimeros esta lo suficientemente reducida para generar intermediarios solubles en
agua, estos podran ser transportados hacia el interior de las células y transformarse
mediante procesos metabolicos.

12
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El producto final de estos procesos metabdlicos incluye la generacion de agua, dioxido de
carbono y biomasa, sin embargo, las enzimas extracelulares son demasiado grandes para
penetrar profundamente en el material polimérico, por lo que solo acttan principalmente
en la superficie del polimero. Consecuentemente, la biodegradacién de los plasticos es
generalmente un proceso de erosion en la superficie. ©* ¢

Aunque la catalisis enzimatica en la cadena polimérica es en muchos casos el proceso
primario de la biodegradacion, los procesos quimicos y fisicos pueden de la misma forma
actuar en el polimero, de forma paralela o individualmente. Estos efectos no bioticos
incluyen la hidrdlisis, degradacion térmica, oxidacion o rompimiento de la cadena por
irradiacion (foto degradacion). Para algunos materiales, estos efectos se emplean
directamente para inducir el proceso de biodegradacion, procesos que hay que considerar
cuando se lleva a cabo primordialmente por enzimas extracelulares. Existiendo una
coexistencia entre los procesos bi6ticos y los abiéticos (no biéticos), (Tabla 2.1). ¢V

Por otro lado, los parametros como humedad, temperatura, pH, salinidad; presencia o
ausencia de oxigeno y la cantidad de nutrientes presentes en el medio, tienen efectos
importantes en la biodegradacion por microorganismos, dichos factores hay que
considerar durante las pruebas de biodegradacion. Otro factor que hay que considerar
durante dichas pruebas es la complejidad de los materiales poliméricos, ya que estos
pueden estar constituidos por distintos componentes, plastificantes, aditivos o pueden ser
copolimeros; los cuales pueden estar distribuidos de forma aleatoria, pueden formar
bloques, estar entrecruzados o formar redes poliméricas en donde se involucra un
ordenamiento en la estructura polimérica (temperatura de fusién E/ cristalinidad). Estas
diferencias estructurales pueden influir en la hidrélisis enzimatica. ©®

Es importante considerar la estructura quimica del sustrato, (material polimérico), que se
emplea durante las pruebas de biodegradacion ya que podria existir algin tipo de
inhibicion enziméatica como puede ser: reversible (competitiva, mixta o no competitiva),
alostérica o irreversibles, debido a la presencia de algun tipo de metabolito originado a
partir de la hidrdlisis del material, el cual, podria actuar como inhibidor al inhabilitar al
sitio activo de la enzima provocando esto una posible muerte celular. ©®

COZ, agua y ofros
productos metabolicos

se liberan : -
ENZirmas intermediarias
extracelulares \d 20N asimilados

hacia el interior
de las celulas

engimas atacan la

superficie yse

enlazan a la

cadena

moléculas

pequenas se
disuelen en
el medio

sl
."' a

Enzima
extracelular

Figura 2.5 Accidn del microorganismo en la biodegradacion de materiales poliméricos.
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2.2.4.3 Hidrdlisis enzimatica.

Las enzimas son catalizadores biologicos, los cuales aceleran la velocidad de reaccion sin
que sufran ningdn cambio permanente. De hecho, en ausencia de las enzimas, la mayoria
de las reacciones del metabolismo celular no podrian ocurrir. Las reacciones de hidrdlisis
pueden ser catalizadas mediante enzimas conocidas como hidrolasas, en las cuales se
incluyen las lipasas, proteasas, esterasas y las fosfatasas, entre otras. Esta clase de
enzimas se encuentran en el plasma, en el tracto gastrointestinal y en el epitelio de los
rifiones, facilitando la absorcidon de los nutrientes y solutos. Por lo tanto, las enzimas
juegan un papel muy importante en la degradacién de materiales mediante la catalisis que
implica una hidrdlisis o rompimiento de enlaces. Se ha demostrado en estudios in vitro
que el grado de biodegradacion de los poliuretanos en presencia de la enzima colesterol
esterasa, es alrededor de 10 veces mas que en los estudios realizados en presencia
(nicamente de una solucién amortiguadora, mediante hidrélisis no enzimatica.®®

La degradacion enzimaética inicia en la superficie del sustrato sélido, acompafiada por la
erosion en la superficie y pérdida de peso, debido a que las enzimas no pueden penetrar
en la matriz polimérica. Las enzimas degradan selectivamente las regiones amorfas o
menos ordenadas, las cuales, permiten a las enzimas penetrar hacia el interior del material
y asf a su vez poder degradar eventualmente las regiones cristalinas. %

2.2.4.4 Hidrdlisis no enzimatica.

La degradacion hidrolitica no enzimética de un polimero puede definirse como el
rompimiento de los enlaces quimicos tipo éster o amida a lo largo de la cadena polimérica,
para asi formar sustancias de menor peso molecular. En primera instancia, el agua
interacciona con la cadena polimérica formandose posibles enlaces débiles en la
superficie del material, progresando del exterior hacia el interior del material, seguido de
la hidrdlisis de enlaces. Las reacciones de hidrélisis pueden ser catalizadas por acidos,
bases o sales.

La naturaleza hidrofilica o hidrofébica de los materiales poliméricos influye en su grado
de degradacion, observandose una tendencia a la hidrdlisis de acuerdo al siguiente orden:
(1) hidrofilicidad del material con enlaces hidrolizables, (2) hidrofobicidad del material
con enlaces hidrolizables, (3) hidrofilicidad del material con enlaces no hidrolizables, (4)
hidrofobicidad del material con enlaces no hidrolizables. En el caso del polimero poli (1-
vinil-2-pirrolidona), (Fig. 2.6), por ejemplo, es un material polar capaz de absorber
grandes cantidades de agua, pero no es propenso a la hidrélisis. ¥

N

T
L 4 n
Figura 2.6 Estructura molecular de poli (1-vinil-2-pirrolidona).
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Todos los polimeros biodegradables contienen grupos con enlaces hidrolizables, como
son los grupos: éster, anhidridos, carbonatos, amidas, uretanos y ureas. Los polimeros con
fuertes enlaces covalentes en la cadena (como C-C) y con grupos no hidrolizables
gse)quieren tiempos prolongados para ser degradados mediante hidrolisis no catalitica. (53,
Los pasos involucrados en la hidrélisis no enzimética son cuatro principalmente: (1) el
agua penetra en la regién amorfa del polimero y se generan moléculas méas pequefias las
cuales pueden ser estabilizadas mediante fuerzas de Vander Waals y enlaces de hidrégeno,
(2) posteriormente algunos enlaces covalentes (C-O, C-N), en la cadena polimérica
pueden romperse. Conforme continta la hidrolisis quimica, se contindan generando
grupos terminales como por ejemplo acidos carboxilicos para polimeros como el PLA y
PGA, (Fig. 2.7). Estos grupos carboxilicos liberados pueden autocatalizar la reaccion de
hidrolisis, lo cual podria acelerar la degradacion. Una pérdida de fuerza mecanica se
observa en esta etapa. (3) el tercer paso estd caracterizado por un rompimiento total a lo
largo de la cadena polimérica de los enlaces covalentes observandose una reduccion en el
peso molecular, este paso, depende de factores como son: temperatura de fusion,
cristalinidad y estructura de la cadena. (4) finalmente se obtienen moléculas como
dimeros o monémeros asi como moléculas solubles en el medio acuoso. %

R o”’\ T?ﬁﬂ R OH R OH
@ ( ®

Wll‘l—!-ﬂm LWCH-I}D&W E‘- WI’J}HL’{J MH—-WLLI-I.J]:[} + H;_[,_J@+ HOwrws
: H.0

. H
{a) du"
O, mCH-{:ﬁOm—F W CH-C=0+ Dwvww

R={.1H_:_1']H
Figura 2.7 Mecanismo hipotético de hidrolisis no enzimatica de los polimeros

sintetizaggs a partir de acido lactico o &cido glicélico (PLA o PGA): (a) apH < 2; (b) a
pH >7
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Tabla 2.1 Diferencias entre hidrolisis no enzimatica e hidrolisis enzimatica en la

degradacion de poliésteres. ¢%

Concepto

Hidrdlisis quimica

Hidrolisis enzimatica

Material polimérico
susceptible a hidrolisis

PGA, PLA?

PCL, PBS, PHB "

Punto de acceso

Del exterior hacia el

Exterior Unicamente

molecular

interior
Apariencia en la superficie Suave aspero , erosionado
Pérdida de peso No hay Si hay
Reduccion de la masa Si hay No hay

(@ Nombre comercial p A= polj (4cido gliclico), PLA= poli (acido lactico)
(b) Nombre comercial- p3) — o (caprolactona), PBS=poli (succinato de butileno), PHB= poli (hidroxibutirato)

2.3 Microorganismos para la hidrolisis enzimatica. Biodegradacion.

Dos tipos de microorganismos resultan de gran interés para llevar a cabo la
biodegradacion mediante catalisis enzimatica en polimeros naturales o sintéticos; estos

son las bacterias y los hongos.

Tabla 2.2 Microorganismos capaces de biodegradar poliuretanos (PUR).

Microorganismo PUR®  Tipo de enzima Referencia

Hongo

Aspergillus niger PSyPE  Esterasa Darby and Kaplan 1968 “

Aspergillus flavus PSyPE  Desconocido Darby and Kaplan 1968 ©"

Aspergillus Fumigatus PS Esterasa Pathirana and Seal 1984 V)

Chaetomium globosum PS Esterasa, Pathirana and Seal 1984 ©?
proteasa, ureasa

Penicillium citrinum PS Esterasa, Pathirana and Seal 1984
proteasa, ureasa

Fusarium solani PS Esterasa Cosgrove et al. 2009 ©®

Penicillium viridicatum PSyPE  Esterasa, Cosgrove et al. 2009 ©®
proteasa, ureasa

Alternaria Solani PS Esterasa Hamed et al. 2009 ©9

Bacteria

Comamonas acidovorans PS Esterasa Nakajima—Kambe et al.

1991 ©©

Corynebacterium sp. PS Esterasa Kay et al. 1991,1993 ¢+ )

Pseudomonas aeruginosa PS Desconocido Kay et al. 1991 ©¥

Rhodococcus sp. PS Esterasa Dang and Mitchell 2004 ©

Arthrobacter sp. AF11 PS Esterasa Shah and Hasan 2008 ©?

(@) PS (poliéster poliuretano), PE (poliéter poliuretano)
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2.3.1 Hongos.

Los hongos son microorganismos eucariontes, de particular importancia para los procesos
de biodegradacion. Los hongos son microorganismos nucleados, se reproducen sexual y
asexualmente; la mayoria de ellos poseen filamentos y existen mas de 80,000 especies
conocidas. Su importancia como agentes degradadores es resultado de la produccién de
enzimas capaces de utilizar las cadenas poliméricas como sustratos para ser asimilados
como sus nutrientes. ©®

Estudios realizados por Derby et al. ©1) para evaluar la degradabilidad de los PUR
mediante microorganismos, llevaron a cabo estudios en donde sintetizaron 100 tipos de
poliuretanos y realizaron pruebas de biodegradacion frente a siete tipos de hongos
(Aspergillus niger, A. avus, A. versicolor, Penicillium funiculosum, Aureobasidium
pullulans, Trichoderma sp., and Chaetomium globosum). (6. 9D Este fue el primer estudio
sistematico de biodegradacion de PUR por microorganismos. Ellos reportaron que los
PUR son resistentes a la biodegradacion cuando estan presentes segmentos de cadenas
laterales en los polioles poliésteres, asi como también observaron que se veia afectada
dicha hidrdlisis por el tipo de diisocianato empleado durante la sintesis del PUR. Crabbe
et al. ® hicieron estudios con los hongos Fusarium solani, Curvularia senegalensis,
Aureobasidium pullulans, and Cladosporium sp. para llevar a cabo la biodegradacion de
poliuretanos coloidales tipo poliéster-poliuretano encontrando que al emplear estos
hongos se requeria adicionar ciertos nutrientes ya que no eran capaces de utilizar al PUR
como unica fuente de carbono.

2.3.2 Bacterias.

Las bacterias son microorganismos procariontes los cuales pueden presentarse en las
formas de: bastones, cocos o espirales; otras pueden ser de tipo cadena o filamentosas.
Pueden ser aerobias o anaerobias, en contraste con los hongos los cuales son Unicamente
microorganismos aerobios. La capacidad para transformar materiales poliméricos a
compuestos simples, metabolitos, se debe a una serie de reacciones quimicas llevadas a
cabo por determinadas proteinas que actéian como catalizadores llamados enzimas. ©*

Se han reportado estudios de biodegradacion de PUR por bacterias gram positivas y gram
negativas. Kay et al. ®¥ aislaron 15 tipos de bacterias capaces de atacar piezas de
poliéster-poliuretano siendo las cepas bacterianas Corynebacterium sp. B6, B12, y
Enterobacter agglomerans B7, las que presentaron una mayor actividad en la
degradacién del PUR. En sus estudios encontraron que después de dos semanas de cultivo,
se registraba una pérdida de peso y de ciertas propiedades mecéanicas en el PUR, sin
embargo, para llevar a cabo la degradacién de dicho material por estas bacterias se
requeria de la adicién de nutrientes organicos como suplemento (ejem. extracto de
levadura), ya que las bacterias no fueron capaces de utilizar al PUR como Unica fuente de
carbono. Kay et al. ®5) también analizaron los productos obtenidos en las pruebas de
biodegradacion mediante FT-IR cuando emplearon a la bacteria Corynebacterium sp.;
encontrando que la degradacion del PUR es llevada a cabo principalmente por la
hidrolisis de los enlaces éster. Ellos concluyeron que el PUR no fue utilizado como
nutriente pero fue degradado como resultado de un co-metabolismo.

17



MARCO TEORICO

La bacteria Comamonas acidovorans TB-35 fue aislada por Nakajima-Kambe et al., ©©

es una bacteria gram-negativa la cual ha sido reportada como capaz de utilizar poliésteres-
poliuretanos como unica fuente de carbono. En sus estudios analizaron a los metabolitos
obtenidos mediante GC-MS y concluyeron que los productos fueron derivados a partir de
los segmentos de poliéster del PUR como resultado de un rompimiento hidrolitico de
enlaces éster. ¢

2.3.2.1 Curvas de crecimiento bacteriano.

Cuando una bacteria comienza a crecer sobre un substrato solido, el resultado del
crecimiento al cabo de cierto tiem;)o es una colonia. Por este motivo se denomina unidad
formadora de colonia, (UFC). @&

En un cultivo bacteriano en medio liquido, se pueden diferenciar cuatro fases en la
evolucion de los parametros que miden el crecimiento bacteriano, en la figura 2.8 se
representan las diferentes fases de crecimiento bacteriano. Las fases, parametros y
cinética de crecimiento para el caso de los medios liquidos se presentan también en los
solidos. La cinética de crecimiento en este caso se puede seguir Por conteo del numero de
células viables por unidad de superficie o por unidad de masa. © ¢

Fase de

mmerte

Fase estacionaria

lag Fase
exponencial

FPatdmetro de medida

32
&|%
Z

Tiempo de cultivo

Figura 2.8 Fases de crecimiento bacteriano en medio liquido. (16)

Donde la fase lag es la fase de adaptacion en la que los microorganismos adaptan su
metabolismo a las nuevas condiciones ambientales, de abundancia de nutrientes, para
poder iniciar el crecimiento exponencial. La fase exponencial o logaritmica es aquella en
la cual su rapidez de crecimiento es maxima y el tiempo de generacion es minimo.
Durante esta fase las bacterias consumen los nutrientes del medio a velocidad maxima.

Posteriormente esté la fase estacionaria en la cual no se incrementa el nimero de bacterias
(ni la masa u otros parametros del cultivo). Las células en fase estacionaria desarrollan un
metabolismo diferente al de la fase exponencial y durante esta se produce una
acumulacion y liberacion de metabolitos secundarios. Los microorganismos entran en fase
estacionaria ya sea porque se agota algun nutriente esencial del medio, o porque los
productos de desecho que han liberado durante la fase de crecimiento exponencial hacen
que el medio sea inhdspito para su crecimiento, o por la presencia de competidores u otras
células que limiten su crecimiento. Finalmente, se presenta la fase de muerte en la cual
hay reduccion del nimero de bacterias viables del cultivo.
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2.4 Enzimas.

Las enzimas estructuralmente son proteinas globulares y consisten en moléculas largas
con pesos moleculares que van desde los 10,000 Da hasta los 400,000 Da o maés, las
cuales son altamente especializadas para catalizar reacciones especificas. Se clasifican en
seis grupos dependiendo del tipo de reaccion que catalizan: oxidoreductasas, transferasas,
hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas.

En la biodegradacion de poliésteres y poliuretanos se ha encontrado que las enzimas
capaces de catalizar reacciones de ruptura de las cadenas poliméricas son las enzimas tipo
hidrolasas, las cuales rompen enlaces C-O y C-N. Las hidrolasas a su vez pueden ser:
lipasas, esterasas, depolimerasas y serin endopeptidasas. ¢®

Pathirana et al. ®**® reportaron la degradacion de algunos poliéster-poliuretanos por
hongos los cuales producian enzimas extracelulares tipo esterasas, proteasas o ureasas en
presencia de dichos materiales, sin embargo, no ha sido determinada la relacion que existe
entre dichas enzimas y el material a biodegradar. Crabbe et al. ® purificaron
parcialmente una enzima extracelular tipo esterasa producida por una especie de hongo,
Curvularia senegalensis durante la degradacion de un PUR coloidal, dicha enzima tenia
una masa molecular de 28, 000 Da y era estable hasta 100°C durante 10min.

Kay et al. © determinaron la actividad de una esterasa en el sobrenadante de un cultivo
de extracto de levadura y PUR en presencia de la bacteria Corynebacterium sp., dicha
enzima se cree que es la responsable de la hidrolisis de los grupos éster presentes en el
PUR.

Nakajima-Kambe et al. ®® ¢”) también determinaron la relacion entre la degradacion de
PUR vy la produccion de enzima extracelular tipo esterasa en presencia de la bacteria
Comamonas acidovorans TB-35, encontrando, que existen dos tipos de esterasas, una
liberada hacia el medio de cultivo y la otra asociada a la membrana de la pared celular,
siendo esta Ultima la responsable de la degradacion del poliéster-poliuretano. La esterasa
extracelular se consider6 como una enzima asociada a la superficie de la célula por
enlaces hidrofébicos y no fue liberada hacia el medio de cultivo debido a su alta
hidrofobicidad.

2.4.1 Reaccion enzimatica heterogenea.

Se ha encontrado que para llevarse a cabo una biodegradacion, la enzima involucrada
debe acoplarse en el sustrato mediante una determinada conformacion estereoquimica. En
un sistema bioldgico, cada enzima realiza una funcion especifica.

Es importante sefialar que la cinética descrita por el modelo de Michaelis-Menten es
aplicable a los sistemas que implican una catalisis homogénea y no puede ser aplicado a
sistemas cataliticos enzimaticos heterogéneos como los son las hidrdlisis enzimaticas de
sustratos insolubles en agua.
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En los sistemas heterogéneos, han reportado que las enzimas presentan un dominio
hidrofobico como sitio de union donde se adhieren los sustratos hidrofobicos en adicion a
un dominio catalitico el cual es el sitio activo (Fig. 2.9). ™ Mukai et al. ® propuso un
modelo cinético aplicable a reacciones enzimaticas heterogéneas. La degradacion
enzimatica heterogénea se lleva a cabo a través de dos pasos: la absorcion y la hidrolisis,
en donde los dominios hidrofébicos de la enzima se adhieren a los sustratos sélidos por
interacciones hidrofdbicas, antes de que se lleve a cabo la hidrélisis debida a los
dominios cataliticos.

Figura 2.9 Complejo enzima sustrato.

2.4.2 Atague exo-y endo-enzimatico.

La degradacion enzimética de un polimero es un proceso en dos etapas, en donde en la
primera etapa, la enzima se une al sustrato, polimero, y a continuacién, cataliza para dar
una escision hidrolitica. Este primer ataque en el polimero puede producirse mediante dos
mecanismos diferentes, conocidos como ataques exo- y/o endo-enzimatico, los cuales
difieren tanto por el lugar en el que se rompe la cadena polimérica, asi como por los
productos que se generan.

El exo-ataque ocurre principalmente en la terminacion de la cadena del polimero, a
menudo con una preferencia por un grupo terminal sobre otro (por ejemplo, el grupo
terminal hidroxilo, en lugar de un grupo terminal como 4cido carboxilico),
exclusivamente generando pequefias moléculas, oligomeros o incluso monémeros como
los productos resultantes. Por el contrario, el ataque endo se produce en cualquier lugar a
lo largo de la longitud de la cadena polimérica y en ese caso, una mezcla de productos de
bajo peso molecular se obtiene como resultado.

Si el ataque endo se lleva a cabo en repetidas ocasiones se reduce el peso molecular del
polimero rapidamente, mientras que el ataque exo se traduce en una rapida generacion de
pequefias moléculas como mondmeros o dimeros que pueden ser facilmente
metabolizados por las células (Fig. 2.10). En algunos sistemas el ataque exo y endo se
llevan a cabo simultdneamente como es en el caso de la biodegradacion de la celulosa.
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Figura 2.10 Representacion del ataque tipo exo- y endoenzimatico en la cadena
polimérica.

Los procesos de biodegradacién mediante las enzimas |
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i
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2.4.3 Enzimas tipo hidrolasas.

Las principales clases de hidrolasas son: lipasa (triacilglicerol hidrolasa) y esterasa
(carboxil éster hidrolasa) producidas por microorganismos procariontes y eucariontes.

Segtin Bornscheuer ¥, las lipasas se pueden distinguir de las esterasas por el fenémeno
de la activacioén interfacial, que sélo se observa para las lipasas. Considerando que las
esterasas obedecen la cinética clasica de Michaelis-Menten. La elucidacion de la
estructura de la lipasa reveld que esta activacion interfacial se debe a un dominio
hidrofdbico (lid, tapa), que cubre el sitio activo de la lipasa. S6lo en la presencia de una
fase hidrofdbica la interface, lid, se mueve haciendo accesible el sitio activo. Por lo tanto,
las lipasas prefieren sustratos insolubles en agua por lo general triglicéridos, compuestos
de &cidos grasos de cadena larga, mientras que las esterasas prefieren hidrolizar ésteres
solubles en agua (por ejemplo, el acetato de etilo) y normalmente s6lo rompen
triglicéridos de acidos grasos inferiores a C¢. Ambas enzimas han demostrado ser estables
y activas en disolventes organicos, pero ésta caracteristica es mas pronunciada en la
enzima lipasa. La Tabla 2.3 muestra las diferencias entre las enzimas carboxil esterasas y
las lipasas.

Tabla 2.3 Diferencias entre lipasas y esterasas. "

Propiedad Lipasa Esterasa
Triglicéridos de cadena Esteres simples,
Preferencia de sustratos larga, alcoholes triglicéridos de cadena
secundarios corta
Activacion interfacial /lid Si No
Hidrofobicidad del sustrato Alta Media
Estabilidad en disolventes Alta Media
organicos
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El mecanismo de hidrdlisis de los enlaces tipo éster es esencialmente el mismo para
ambas enzimas, lipasas y esterasas, y se compone de los siguientes pasos: (1) en primer
lugar, el sustrato se une a la serina activa, produciendo un intermediario tetraédrico
estabilizado por sus residuos cataliticos His y Asp. (2) Posteriormente el alcohol es
liberado y el complejo acil-enzima se forma. (3) Finalmente el ataque de un nucleofilo
(agua, alcohol o de un éster, transesterificacion) forma nuevamente el intermediario
tetraedrico, generandose el producto final (un acido o un éster) y la enzima libre (Fig.
2.11).

Labow y colaboradores %) han estudiado y caracterizado la hidrdlisis enzimatica de los
poliéter-poliuretanos (PEU), poliéster-poliuretanos (PESU) y policarbonato-poliuretanos
(PCNU) por las enzimas colesterol esterasa (CE), carboxil-esterasa, elastasa, proteinasa K
y fosfolipasa. Donde la enzima CE ha mostrado ser la principal responsable de la
degradacién de dichos materiales, ya que han observado una mayor actividad catalitica
frente a los PUR’s.

s Ser
) |44
O

CH; e
Asp ~ 4 N
Dol = 0D
7 ~=5

Nu~ROIHI1L,O RN, HL0,

Acil-enzima

Deactlacton-Tidrdlisis v translerencia de acilo

Asp
203 =T

Figura 2.11 Mecanismo de hidrélisis de enlaces tipo éster mediante enzimas tipo
hidrolasas.
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Existen dos grupos de investigacion que han realizado pruebas de biodegradacion de
poliuretano con bacterias, Howard y Blake, ©4  aislaron una cepa bacteriana que
degradaba poliéster-poliuretano hidrosoluble (Impranil® DNL). Ellos fueron los primeros
en identificar una actividad extracelular del tipo proteasa en Pseudomona fluorescens. Su
patron de degradacion involucrado es el rompimiento de las celdas de poliuretano con la
subsecuente formacion de floculos y la degradacion del sustrato.

Varios miembros del género Pseudomonas han sido aislados por su habilidad para utilizar
poliéster-poliuretano como su Unica fuente de carbono y energia. Los datos obtenidos de
estas bacterias aisladas sugieren que las actividades involucradas en la degradacion de
Impranil son del tipo esterasas y/o proteasas. Cultivos de Pseudomonas clororaphis en
poliuretano llevaron a la purificacion y caracterizacion de dos enzimas, una esterasa y otra
proteasa, capaces de degradar poliuretano. ®

2.5. Factores que influyen en la hidrolisis enzimatica.

La hidrolisis de materiales polimeéricos no solubles en medio acuoso mediante la catélisis
enzimatica es un proceso heterogéneo el cual puede verse afectado por el modo de
interaccion entre las enzimas y las cadenas poliméricas donde estan involucrados
principalmente cuatro pasos: (1) difusion de la enzima del seno del medio de solucion
hacia la superficie sdlida, (2) absorcion de la enzima en el sustrato, dando como resultado
el complejo enzima-sustrato, (3) catalisis de la reaccion de hidrdlisis, y (4) difusion de la
degradacién de los productos solubles del sustrato hacia la solucién.

La absorcién y grado de hidrdlisis estan afectados por las propiedades fisicoquimicas del
sustrato (peso molecular, composicién quimica, cristalinidad, area de superficie), asi
como también, por las caracteristicas intrinsecas de la enzima especifica (actividad,
estabilidad, concentracién, composicién de aminoacidos, y conformacion 3-D). (77

También es muy importante considerar las condiciones del medio como: pH y
temperatura, ya que estas influyen tanto en las propiedades de la enzima. Asi como
también la presencia de estabilizadores, activadores, o inhibidores en el medio, pueden
afectar a la actividad enzimética.

La hidrdlisis enzimatica de los sustratos esta normalmente caracterizada por un punto de
saturacion enzimatica, esto quiere decir, que aunque se incremente la concentracion de la
enzima a un determinado valor ya no se observard ningun incremento significativo en el
grado de biodegradacion del material polimérico. Esto se atribuye a una disminucion de la
exposicion de la superficie del sustrato debido a que el sitio catalitico de la enzima se ha
saturado, esto limita el progreso de la biodegradacién de algunos materiales. Sin embargo,
esa conducta no fue observada por Tang et al. """, quienes estudiaron el efecto de la
concentracion de la enzima colesterol esterasa (CE), en el grado de degradacion de
policarbonatos-poliuretanos (PCNUSs). Estos autores encontraron que el grado de
degradacién de los PCNUs depende en gran medida de la dosis de enzima que se utilice, y
que estd influenciada dicha degradacién por la superficie y estructura quimica del
polimero.
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La estructura quimica de los polimeros (entrecruzamiento, remocion o introduccion de
grupos en la cadena polimérica) afecta el grado de degradacion, ya que segun el grado de
modificacion en la estructura, se puede ver influenciada la capacidad de la enzima a
reconocer el sustrato modificado. Este parece ser el caso de la lisozima (enzima
responsable de la degradacion de peptidoglican quitina y otros derivados) la cual presento
una baja actividad frente a derivados de quitina que presentaban un alto grado de
deacetilacion o entrecruzamiento.

Tokiwa et al. “® han realizado estudios concernientes a la capacidad hidrolitica de la
enzima lipasa frente a poliésteres alifaticos y aromaticos, observando que para el caso de
los poliesteres alifaticos que presentan puntos de fusion (Tm) bajos son generalmente
maés susceptibles a la catélisis enzimatica, comparados con aquellos que presentan altos
puntos de fusion (Tm= AH/AS). Por otro lado, para que un polimero sintético pueda ser
degradado por la enzima, este debe de ser lo suficientemente “flexible”, el valor de la
temperatura de transicion vitrea (Tg) debe ser bajo, y asi poder encajar en el sitio activo
de ésta. Por consiguiente para poliésteres alifaticos flexibles y cuyo valor de Tm es bajo
seran mas faciles de ser degradados por las enzimas tipo lipasas en comparacion con los
poliésteres con grupos aromaticos, los cuales son més rigidos. > "V

Tg/Tm = (C-1) /C+1) (Ec. 1)

C= (1+AE/K) 2 (Ec. 2)

Donde:

AE= energia de activacion (en la interface nucleo-fusion)

K= pardmetro de nucleacion el cual esta asociado con la energia media () y el calor de
fusion (AHm): K=ne%AH, 6= (b, 6e 61)"% donde n es el modo de nucleacion, b, es el
espesor de la capa de crecimiento en la nucleacion, s Y 6, son las energias de superficie
en la nucleacion, final y lateral respectivamente.

Por consiguiente Tm y Tg pueden expresarse en funcion de C. Ambas temperaturas se
pueden ver afectadas por las fuerzas intermoleculares presentes en el material polimérico
asi como también por la rigidez en la cadena. (71,99)

En cuanto a la relacion que existe con la biodegradabilidad y la estructura primaria de
poliésteres alifaticos, se acepta que la biodegradacion de varios polimeros analogos
procede mejor cuando existe un equilibrio de hidrofobicidad-hidrofilicidad en la
estructura polimérica. Hang et al. ™ reportaron que los polimeros que contenian en su
cadena alcano dioles un numero de carbonos de Cg a Cg, son mas degradables que
aquellos polimeros hidrofébicos provenientes de alcano dioles de C, a C, o aquellos
polimeros hidrofilicos con Ciga Cyp. ®* ™

Para el caso de los polimeros PLA y PGA los cuales difieren entre si en su composicion,
en donde los grupos metilo del PLA son mas hidrofébicos y proveen impedimento
estérico, trae como consecuencia que el PLA sea hidroliticamente menos labil y por tanto
el PGA se degrade con mayor rapidez que el PLA, (Tabla 2.4). ¢35+
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Tabla 2.4 Tiempo de degradacién requerido para algunos poliésteres.

Polimero o copolimero® Tiempo aproximado para una
biodegradacion completa (meses)
PLA 18-24
PLA:PGA (85:15) 5
PLA:PGA (50:50) 2
PLA-Caprolactona (90:10) 2
PGA 2-4

& pLA= 4cido polilactico, PGA= acido poliglicolico
2.5.1 Influencia del peso molecular del polimero en la hidrdlisis enzimatica.

El peso molecular y la distribucion del peso molecular tienen un efecto en el grado de
biodegradacion de los polimeros. Para el caso de los polimeros tipo poliéster, la
biodegradabilidad incrementa conforme el peso molecular decrece (Fig. 2.12). Una razon
es que los polimeros lineales de bajo peso molecular son mas hidrofilicos que sus
correspondientes polimeros con altos pesos moleculares, ya que estos tienen una mayor
relacion de grupos terminales, (incluyendo grupos carboxilicos o grupos hidroxilo), en
funcién de la masa del material. Este incremento de hidrofilicidad permite una
penetracion mayor de agua hacia el interior de la matriz polimérica acelerando la
degradacion. Por otro lado, los polimeros que tienen polidispersidades cercanas a uno y
peso molecular pequefio se degradaran en un menor tiempo, comparados con aquellos
materiales que tienen pesos moleculares mayores y polidispersidades grandes. %%

™ /j}(ﬂfni W

10 A

o 1 & & 4 5 & (N I T B = R B I -
Tiempo (semanas)

Figura 2.12 Efecto del peso molecular en el grado de biodegradacion del polimero PLA
(Mn (Da): -0-1400; -0-1600; -A-2000; -e- 4300;-m- 11500;- A -16900). Experimentos
realizados in vivo. ®¥
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2.5.2 Influencia del grado de cristalinidad en la biodegradacion.

La naturaleza semicristalina de algunos polimeros tendera a limitar la accesibilidad del
agua hacia las cadenas poliméricas, por lo tanto, los polimeros amorfos se degradaran
més rapido que los semicristalinos. Chu et al. ® han propuesto que la degradacion de
polimeros semicristalinos se lleva a cabo en dos etapas: (1) primero, la degradacién ocurre
en las regiones amorfas del polimero, iniciandose la hidrdlisis de las cadenas poliméricas
en dichas regiones. Posteriormente cuando todas las regiones amorfas han sido
degradadas, (2) la segunda etapa comienza; en donde la red cristalina serd destruida
lentamente debido a la existencia de imperfecciones en las regiones cristalinas. Debido a
que las regiones cristalinas estan altamente compactas, la hidrolisis enzimatica serd mas
lenta que en la region amorfa, por lo tanto, un alto porcentaje de cristalinidad en un
polimero provoca una degradacion lenta del material.

2.5.3 Influencia del valor de la temperatura de transicion vitrea del polimero en la
biodegradacion.

La temperatura de transicion vitrea refleja la movilidad de la cadena polimérica, lo cual
determina la facilidad con la que pueden penetrar las moléculas del agua mediante
difusion y llevarse a cabo la hidrolisis. Si la temperatura de transicion vitrea de un
polimero es menor que la temperatura de biodegradacion (por ejemplo, in vivo
temperatura del cuerpo), las moléculas individuales poseen mayor movilidad para poder
conformarse de tal forma que permitan el ataque quimico y/o enzimatico, resultando una
rapida biodegradacion. Por otro lado, si la temperatura de transicién vitrea de un polimero
es mayor que la temperatura de biodegradacion, las moléculas tendran una menor
movilidad resultando una biodegradacién mas lenta.

En la figura 2.13 se muestran los posibles factores estructurales que influyen en la
degradacion de polimeros tipo poliéster-poliuretano.

-Enlace quimico @

-Grupo funcional

-Cardcter hidrofilicohidrofobico Confiruracion
-Entrecruzamisnto .C anéimmam
Cadena lateralsz -Cruiralidad
-Grado de polimerizacion Orisntacion

-Grado de cristalinidad

Figura 2.13 Factores de la estructura molecular del material polimérico que influyen en
la biodegradacion. ™
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2.6 Técnicas de monitoreo de la biodegradacion en el material polimérico.

La evaluacion de los cambios en los materiales poliméricos se debe de realizar en todas
las pruebas que implican degradacién. Las principales técnicas empleadas para evaluar el
grado de degradacion se pueden dividir en dos: A) técnicas para el analisis de la superficie
(espectroscopia y microscopia); las cuales se emplean para monitorear los cambios que
ocurren en las primeras etapas de degradacion, B) técnicas para determinar los cambios en
la estructura interna del material como; cambio del peso molecular, pérdida de peso,
temperaturas de transicion y propiedades mecanicas, dichos cambios se observan en
etapas avanzadas de biodegradacién. Por lo tanto, la seleccién del tipo de técnica a
emplear debe de estar basada en la etapa en la que se encuentra el proceso de degradacion
y del tipo de material que se estd estudiando. Algunas de las propiedades y técnicas
empleadas se describen a continuacion.

2.6.1 Cambios en la superficie.

2.6.1.1 Observacion visual.

La evaluacion de los cambios visibles en los polimeros se realiza en casi todas las
pruebas in vitro. Los efectos que pueden observarse en la superficie del material son:
formacion de agujeros o grietas, fragmentacion, cambio de color o la formacion de
biofilms en la superficie. Estos cambios no demuestran la presencia de un proceso de
biodegradacion en condiciones de metabolismo, pero se pueden utilizar como una primera
indicacion de cualquier ataque microbiano. Para obtener informacion sobre el mecanismo
de degradacion, se emplean técnicas mas sofisticadas como son la microscopia electronica
de barrido (SEM) o microscopia de fuerza atdmica (AFM). €%

2.6.1.2 Superficie del material.

La superficie del material antes y después de ser biodegradado puede ser analizada por
espectroscopia fotoelectron de rayos X (XPS). La técnica mediante XPS puede dar
informacion acerca de la composicion elemental y quimica de los %rupos que constituyen
al material en la superficie (los primeros 10 nm de superficie). 7 &

2.6.2 Absorcidn de agua y pérdida de peso.

Los principales factores que influyen en la permeabilidad de los polimeros estan
relacionados con el grado de cristalinidad, composicién y medio acuoso. Marois et al. ©®
encontraron diferencias entre peliculas de poli (octanoato de hidroxilo), (PHO), referente
a la absorcion de agua y en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS). Observaron que la
incubacion en dicha solucién permitia una menor absorcién de agua que cuando se
incubaron Unicamente en presencia de agua, dichas diferencias se atribuyeron al
fendmeno osmotico y a la fuerza idnica del PBS. La medicion de la cantidad de agua
absorbida es un indicador de la naturaleza de hidrofilicidad/hidrofobicidad del material,
asf como la tendencia a ser degradados. '+
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Los valores de absorcion de agua son obtenidos después de haber alcanzado el equilibrio
de los materiales en la solucion. En algunos casos, el equilibrio no puede alcanzarse ya
que los materiales se degradan al mismo tiempo. En este caso, el nivel de agua absorbido
se incrementa con el tiempo de la degradacion debido a un incremento en la
permeabilidad de los materiales (una estructura porosa normalmente es obtenida como
resultado de la liberacion de los productos de biodegradacion). %7

Durante la degradacion, la masa del material puede variar, y estos cambios pueden ser
monitoreados al comparar la masa inicial y final durante el periodo de prueba. El material
debe de estar seco a peso constante para evitar humedad en la muestra. La temperatura de
secado no debe de exceder la temperatura a la cual presente cambios irreversibles (ejemplo
temperatura de fusion). Después de las pruebas de biodegradacion las muestras deben
lavarse con agua desionizada o destilada para remover trazas productos, enzimas, sales u
otras impurezas y finalmente colocarlas para su secado a vacio y pesarlas. '

2.6.3 Peso molecular.

La determinacion del peso molecular peso promedio (Mw) durante el proceso de
biodegradacion es uno de los anélisis mas importantes que se realizan. La evolucion del
Mw durante dicho proceso puede ser determinado mediante cromatografia de permeacion
en gel (GPC) o por técnicas de viscosimetria. El principal parametro antes de ser
biodegradado el material es la determinacion del peso molecular promedio asi como la
polidispersidad (PDI= Mw/Mn) y asi comparar dichos valores con los obtenidos una vez
concluidos los experimentos.

2.6.3.1 Cambios en las propiedades mecanicasy peso molecular.

Al igual que con las observaciones visuales, los cambios en las propiedades mecéanicas de
los materiales no se pueden utilizar para probar directamente la biodegradacion en los
materiales. Sin embargo, los cambios en las propiedades mecéanicas se observan a menudo
cuando pequefios cambios en el peso molecular se llevan a cabo. Propiedades como
resistencia a la traccién son muy sensibles a los cambios en el peso molecular de los
polimeros, que también es a menudo un indicador de la degradacion. ©

2.6.4 Cristalinidad del polimero.

En polimeros semicristalinos, un incremento en la cristalinidad del polimero se ha
observado frecuentemente durante las primeras etapas de biodegradacién, y esto se ha
relacionado  con los efectos del plastificante que absorbe agua permitiendo ciertos
movimientos en la cadena polimérica, lo que provoca un reordenamiento hacia una red
cristalina. Por otro lado, la hidrdlisis inicial se lleva a cabo en las regiones amorfas debido
a que son mas accesibles para que penetre el agua y enzimas, permitiendo esto que sea
mayor el porcentaje de la region cristalina. Posteriormente en etapas avanzadas de la
biodegradacion ocurre el rompimiento de la cadena en las zonas cristalinas y finalmente
se observa un decremento de la region cristalina del polimero. (62)

28



MARCO TEORICO

Los cambios en la cristalinidad de los polimeros pude ser medida mediante técnicas como
la calorimetria diferencial de barrido (DSC) o mediante difraccion de rayos X en angulo
alto o bajo (WAXD). El andlisis de cristalinidad mediante DSC esta basado en los valores
registrados de temperatura de fusion (Tm) y temperatura de cristalizacion (Tc) debida a
transiciones en donde se registra el valor de AH de fusion o cristalizacion.

2.6.5 Aislamiento e identificacion de productos de biodegradacion.

El analisis y cuantificacion de los productos liberados hacia el medio de incubacion
(medio basal), provee informacion acerca del modo de accién de la enzima en el polimero
permitiendo deducir cuales son los enlaces mas susceptibles a la biodegradacion. Las
técnicas de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) y la espectrometria de
masas (MS) han sido las mas empleadas en el aislamiento e identificacion de los
productos(,sge biodegradacion de poliuretanos mediante la accion de la enzima colesterol
esterasa.

Por otro lado, es importante conocer el tipo de productos de degradacién, ya que estos
podrian interferir con el curso de la degradacion asi como en el equilibrio de reacciones
de biodegradacion. La liberacién y acumulacion de algunos productos pueden acelerar el
grado de degradacién de materiales poliméricos, por ejemplo, la liberacion de grupos
terminales carboxilicos formados por el rompimiento de las cadenas de poliésteres
alifaticos durante la hidrdlisis de enlaces éster, pueden producir un decremento en el pH y
posteriormente catalizar la hidrolisis de otros enlaces éster, autocatalisis. Ademas, podria
ocurrir la inhibicion de la catélisis enzimatica, por ejemplo, se sabe que la hidrolisis de
productos como maltosas inhibe la actividad de la enzima amilasa.

Los productos de biodegradacion (metabolitos) en el medio de cultivo, por tanto,
dependen; del material a biodegradar, de la etapa en la que se encuentra el proceso, asi
como de las soluciones empleadas en los estudios de biodegradacion. EI medio en el que
se hacen las pruebas de biodegradacion puede ser analizado mediante técnicas apropiadas
como es la cromatografia de gases (GC), cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC),
espectroscopia UV visible, resonancia magnética nuclear (NMR), asi como
espectrometria de masas (MS), dichas técnicas permitirdn identificar los principales
productos de biodegradacion. ¥ Es necesario, antes de llevar a cabo el andlisis, tener
técnicas adecuadas de extraccion y remocion de las proteinas, enzimas o sales que
pudieran estar presentes en las alicuotas a analizar, ya que podrian interferir con la
identificacion y cuantificacion de los productos. ©%

2.6.6 Otras técnicas de analisis.
Existen otros métodos o técnicas de analisis para monitorear los procesos de

biodegradacion, especialmente para la degradacion donde se involucran enzimas para
llevar a cabo la depolimerizacion, estos son:

> Medicién de la cantidad de carbono disuelto en el medio, utilizando la técnica de
carbono organico disuelto (DOC). &
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» Disminucion de la densidad Optica de las pequefias particulas de polimero dispersas en
el agua. ®

» Analisis de la disminucion en el tamafio de las particulas de polimero utilizando la
técnica de dispersion de luz.

» Determinacién mediante titulacion de acidos libres formados por escisién enzimatica
en el poliéster. %0

2.7 Técnicas de caracterizacion de materiales poliméricos.

Existen diversas técnicas de caracterizacion de materiales poliméricos. Dependiendo de la
técnica utilizada se puede conocer: la composicion quimica, estructura, morfologia, asi
como también, sus propiedades mecanicas o magnéticas del material.  En el presente
trabajo la caracterizacion de los materiales sintetizados se realizd para determinar la
composicion quimica y estructura molecular, asi como sus propiedades fisicas en funcion
de la temperatura. Las técnicas utilizadas fueron: espectroscopia de infrarrojo (IR),
cromatografia de gases acoplado a masas (GC-MS), cromatografia de permeacién en gel
(GPC), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y analisis termogravimétrico (TGA).

2.7.1 Cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS).

La cromatografia es un método fisico de separacion en el cual los componentes a ser
separados son distribuidos entre dos fases, una de las cuales es estacionaria mientras la
otra se mueve en una direccion definida. Los componentes son separados por sus
diferentes tazas de migracion. ©

La cromatografia de gases acoplado a masas provee informacién cualitativa y cuantitativa
de los componentes de una mezcla o material. Cada componente de una muestra
suministra tres unidades de informacion en el cromatograma: posicion, altura y anchura
de los picos. La posicion suministra informacion cualitativa (esté en funcion del tiempo
de retencion), la anchura y altura del pico nos proporcionan informacién cuantitativa. En
este proceso, el espectrometro de masas registra la corriente idnica total generada por
todos los iones dando lugar a un pico gaussiano de area proporcional a la concentracion
del compuesto detectado, observandose en el espectro al ion molecular (M*). 3

2.7.2 Cromatografia de permeacion en gel (GPC).
Cuando se trata con materiales poliméricos no es posible hablar de un peso molecular
anico, sino de una distribucion de pesos moleculares. Normalmente se habla de un peso

molecular promedio y se describe la distribucion de pesos moleculares alrededor del
promedio.
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El principio de la técnica de GPC consiste en hacer pasar una solucion que contiene el
polimero de interés a través de una columna empacada con material poroso. Debido a la
difusion, el polimero intenta entrar en los poros del material del empaque, pero sélo las
moléculas de menor tamafo pueden entrar en los poros. De esta manera, las moléculas
grandes viajan rapidamente a través del volumen libre, mientras que las moléculas
pequefas viajan a través del material de empaque poroso, deteniéndose a lo largo de la
columna por lo que la abandonan mas tarde que las moléculas grandes. ©

La cromatografia de permeacion en gel no es un método absoluto, ya que no se mide la
masa, sino el volumen hidrodindmico de las moléculas del polimero, es decir cuanto
espacio ocupa una molécula cuando se encuentra en solucion en un determinado solvente.
Para relacionar el volumen hidrodinamico de una muestra de polimero con su peso
molecular, es necesaria la construccion de una curva de calibracion con estdndares de
peso molecular conocido y distribucion.

2.7.3 Espectroscopia de infrarrojo (IR).

La espectroscopia infrarroja se basa en el hecho de que las moléculas tienen frecuencias a
las cuales rotan y vibran, es decir, los movimientos de rotacion y vibracion moleculares
tienen niveles de energia discretos (modos normales vibracionales). Las frecuencias
resonantes o frecuencias vibracionales son determinados por la energia potencial
molecular, las masas de los atomos y, eventualmente por el acoplamiento vibracional
asociado.

Los requisitos previos para que ocurra una absorcion infrarroja son que la frecuencia de la
radiacion debe ser igual a la frecuencia de vibracion de enlace entre 2 atomos de la
molécula y que el momento dipolar de la molécula debe sufrir un cambio cuando tiene
lugar esta vibracidn molecular. Si se reunen estas condiciones, entonces la molécula
absorbera la energia del haz infrarrojo que la atraviesa. Asi, la frecuencia de las
vibraciones esta asociada con un tipo en particular de enlace.

En lo que respecta a la interpretacion de un espectro obtenido mediante IR, en la region
correspondiente al intervalo de 1450 a 600 cm™ se observan modelos Gnicos para cada
compuesto por lo que se le conoce como regidn de huella digital. La region de bandas de
absorcién que se observan entre 4000 y 1450 cm™ se debe normalmente a las vibraciones
por estiramiento de unidades biatdmicas y por ello se conoce como regién de frecuencias
de grupo.

2.7.4 Técnicas de analisis térmico.
El andlisis térmico se refiere a una variedad de técnicas mediante las cuales las

propiedades fisicas de un material pueden medirse en funcion de la temperatura. % Las
técnicas de andlisis térmico mas empleadas son:
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Analisis termogravimétrico (TGA de sus siglas en inglés Thermal Gravimetric
Analysis).
Anélisis térmico diferencial (DTA de sus siglas en inglés Differential Thermal
Analysis)

Calorimetria diferencial de barrido (DSC de sus siglas en inglés Differential Scanning
Calorimetry).

Analisis mecanico dindmico (DMA de sus siglas en inglés Dynamic Mechanical
Analysis).

Analisis térmico —mecanico (TMA de sus siglas en inglés Thermo Mechanical
Analysis).

vV V V VvV V

En el presente trabajo se emplearon Gnicamente las técnicas DSC y TGA.
2.7.4.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Mediante esta técnica se mide la entalpia del material en funcién de la temperatura, es
decir, se observa una diferencia en el flujo de calor de la muestra con respecto a una
referencia; y es monitoreado dicho flujo en funcion de la temperatura o tiempo, siendo la
muestra sometida a una temperatura controlada. Gracias a esta técnica se pueden
determinar las llamadas transiciones térmicas en un polimero (que son cambios que
tienen lugar en cuando se calienta dicho material), las cuales pueden ser de: transicién
vitrea, de fusion y de cristalizacion, asi como también se puede determinar, pureza de la
muestra, estabilidad térmica y grado de cristalinidad (yc), (Fig. 2.13) , para este caso se
hace una estimacion a partir de la informacion obtenida en la calorimetria. Este pardmetro
se evalla usando como referencia el calor de fusion de un material de cristalinidad
conocida. Si se acepta que la fusion del material se debe Unicamente a las zonas cristalinas,
el grado de cristalinidad puede expresarse como el cociente del calor de la fusion de la

{nue§tra, AHy, respecto al calor de fusion del material si fuera totalmente cristalino, AHf.
29, 82

Oxidacion
o
Dezcomposicion

Transicion Cristalizacién
Vilrea

Fhujo de calor —= exotérmico

Temperatura

Figura 2.14 Term((g2 rama de las principales transiciones que pueden observarse mediante
DSC.
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2.7.4.2 Andlisis termogravimétrico (TGA).

El TGA, mide el porcentaje y la velocidad de cambio en el peso de un material en funcion
de la temperatura o el tiempo, en una atmoésfera controlada. Dicha técnica permite
caracterizar materiales que presenten pérdida o ganancia de peso debido a alguna
descomposicion, oxidacion o deshidratacion. ©

Los experimentos pueden realizarse midiendo el cambio de peso de la muestra al
aumentar la temperatura a una velocidad constante (analisis dinamico), o bien
manteniendo constante la temperatura y midiendo los cambios que ocurren a lo largo del
tiempo (analisis isotérmico). También es posible medir el gradiente de la variacion de
peso con la temperatura o el tiempo, lo que constituye un andlisis termogravimétrico
diferencial (DTG).

Dentro de los estudios mas importantes que pueden llevarse a cabo mediante el analisis
termogravimétrico se puede citar: control de calidad, efectos de aditivos, estabilidad
térmica en atmosfera inerte, oxidacion en aire o en atmdsfera rica en oxigeno,
degradacién térmica, estudio de la cinética de degradacién, analisis de los productos
producidos, etc. © 8

2.8 Aislamiento de la cepa Alicycliphilus sp. @

El asilamiento de la cepa Alicycliphilus sp. fue realizado por el equipo de trabajo
encabezado por la Dra. Herminia Loza Tavera del departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular de Plantas de la Facultad de Quimica, UNAM, Conjunto E,
Laboratorio 105.

La cepa bacteriana se obtuvo de muestras de poliuretano en proceso de deterioro,
encontrados en el suelo asi como en mobiliario, en varias zonas del basurero municipal de
Nezahualcdyotl, Estado de Mexico. Las muestras fueron obtenidas en invierno y la
temperatura promedio de la zona no superaba los 20 °C. Las muestras se inocularon el
mismo dia de la colecta. Para el aislamiento, las muestras se incubaron en medio basal
con poliuretano hidrosoluble Hydroform®, el cual ha sido empleado exitosamente en el
aislamiento de bacterias afines al poliuretano por el grupo de Howard y colaboradores. >
97) Las cepas presentaron crecimiento en MM con PUR. Sin embargo, la determinacion de
las curvas de crecimiento, midiendo densidad Optica a 660 nm, mostrd que las cepas de
mayor crecimiento fueron las denominadas BQl y BQ8. Siendo la cepa BQ1l
(Alicycliphilus sp.) la que es de interés para el desarrollo de este trabajo experimental. ¢

2.8.1 Actividad enzimatica asociada a la cepa Alicycliphilus sp. (BQ1).

Las pruebas realizadas en el Laboratorio 105 del departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de Plantas de la Facultad de Quimica, UNAM, Conjunto E, a la cepa BQ1
muestran que no hay presencia de actividades enzimaticas tipo proteasas y ureasas. Por
otro lado, se observo que la actividad presente en el sobrenadante de los cultivos con MM
méas Hydroform® con las bacterias, presentd una actividad esterasa, la cual pudiera ser la
responsable de la degradacion, ya que no se detecté ninguna otra actividad. ¥
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Capitulo 3
Metodologia experimental

3.1 Sintesis y caracterizacion de oligomeros de poliéster.

Se sintetizaron dos oligomeros de poliéster, de los cuales, el primero se obtuvo a partir de
tereftalato de dimetilo (DMT de sus siglas en inglés Dimethyl terephthalate), y
monoetilenglicol (MEG) y el segundo, se obtuvo a partir de é&cido adipico (AAD) y
monoetilenglicol (MEG). En la tabla 3.1 se presentan los compuestos sintetizados a partir
de dichas materias primas.

Tabla 3.1 Oligomeros de poliéster sintetizados.

Diol Fuente de acido Producto
carboxilico
(@] (@] o o
HBC\OWO/CHB HO\AOWONOJ—H
OH a
o AN DMT BHET
O
MEG o i
HO "™ RN o I
O fo) n
AAD BHEA?
%sin=1

3.1.1 Sintesis de tereftalato de bis-(2-hidroxietileno), (BHET).

Se prepard un oligomero de poliéster a partir de tereftalato de dimetilo (DMT), y
monoetilenglicol (MEG), mediante la transesterificacién debida a la adicion del
catalizador titanato de terbutilo, (TBT de sus siglas en inglés terbutyl titanate), formando
como producto al tereftalato de bis-(2- hidroxietileno), (BHET, de sus siglas en inglés
bis-2-hydroxyethylene terephthalate). Posteriormente se llevo a cabo la eliminacion del
metanol al aumentar la temperatura de reaccién (240-250°C).

En la sintesis de dicho oligomero se pretende obtener un peso molecular bajo y para esto

se llevd a cabo la reaccion en proporcion estequiométrica 1:2 de DMT-MEG
respectivamente.
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3.1.1.1 Metodologia.

1. Se peso 0.5 mol (97 g) de DMT previamente purificado y se colocd en un matraz de
tres bocas, equipado con agitacion magnética, termdmetro, condensador y pipeta para
nitrogeno, ver figura 3.1.

2. Se adicion6 1 mol (61.44 mL) de MEG al reactor manteniendo la relacion COO-/OH
1:2.

3. Se colocd el matraz en una mantilla de calentamiento y se inicié el flujo de nitrgeno
para mantener una atmdsfera inerte. Se comenzé la agitacion de los reactivos durante 15
minutos aproximadamente.

4. Se inicié el calentamiento de la mezcla con agitacion constante hasta llegar a la
temperatura de 110°C. La temperatura se elevo paulatinamente para evitar la sublimacién
del DMT. Al alcanzar dicha temperatura se adiciond 0.5% en peso en relacién al DMT del
catalizador TBT.

5.-Se incrementO la temperatura hasta alcanzar 160°C, para iniciar la separacion de
metanol. Después de 1hr, el metanol dejé de destilar, la temperatura alcanzé un valor de
240° C.

6.-Se mantuvo la temperatura a 240-250°C durante 10 min. Pasado este tiempo se dejo
enfriar el producto hasta 70°C y se trasvaso.

7.- Se dejo enfriar a temperatura ambiente para su posterior caracterizacion.

Figura 3.1 Esquema del equipo empleado para la sintesis de oligomero de poliéster.
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3.1.2 Sintesis de adipato de bis-(2-hidroxietileno), (BHEA).

Se prepard un oligomero de poliéster a partir de acido adipico (AAD), y monoetilenglicol
(MEG), formando como producto al adipato de bis-(2-hidroxietileno), (BHEA, de sus
siglas en inglés bis-2-hydroxyethylene adipate), mediante la esterificacion debido a la
presencia del catalizador Tegokat 256 (mono-n-butil estafo).

Se buscd obtener un oligomero lineal de bajo peso molecular, con dos moléculas de
glicol unidas a una de &cido adipico, por lo tanto la reaccion se propuso con una
estequiometria de 1:2 de acido adipico- monoetilenglicol respectivamente.

3.1.2.1 Metodologia.

1. Se pes6 0.5 mol (73 g) de AAD y se colocaron en un matraz tres bocas, equipado con
agitacion magnética, termometro, condensador y pipeta para nitrégeno, ver figura 3.1.

2. Se adicion6 1mol (56.3 mL) de MEG al reactor. Posteriormente se cargd al reactor
0.1% en peso con respecto al &cido adipico del catalizador Tegokat 256.

3. Se colocd el matraz en una mantilla de calentamiento y se inicio el flujo de nitrogeno,
para mantener una atmasfera inerte. Se inicia la agitacién permitiendo que se mezclen los
reactivos durante 15 minutos aproximadamente.

4. Se inicié lentamente el calentamiento hasta alcanzar una temperatura de 140°C y se va
incrementando hasta observar que el agua se desprende durante la reaccion.

5. Después de 1hr se observé la ausencia de goteo de agua (el rango de la temperatura fue
de 190-220°C).

7. Se dejo enfriar el producto hasta 70°C y se trasvaso.

8. Se dejo enfriar a temperatura ambiente para su posterior caracterizacion.

3.1.3 Caracterizacion de tereftalato de bis-(2-hidroxietileno), (BHET) y adipato de
bis-(2-hidroxietileno), (BHEA).

3.1.3.1 Determinacién del nimero de grupos hidroxilo (-OH) en los oligomeros de
poliéster.

Las técnicas para determinar grupos hidroxilo estan basadas en hacer reaccionar a los
grupos hidroxilo presentes en la muestra a analizar, con anhidrido acético, para formar
ésteres; las técnicas determinan los grupos anhidrido hidrolizados, &cidos carboxilicos
remanentes, los cuales se hacen reaccionar con una base fuerte como el hidréxido de
sodio, ademas se emplea como disolvente piridina, para favorecer la reaccién del grupo
anhidrido, hidrolizdndolo y acelerando la reaccion del acido carboxilico con los grupos
hidroxilo de la muestra; adicionalmente la piridina se comporta como una base débil por
lo que es posible titular los &cidos carboxilicos con una base fuerte sin interferencia de
ésta.
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En el analisis de los grupos hidroxilo, se utilizd una técnica no catalizada, empleando
anhidrido acético y piridina en solucion en proporcion 1:3. Para titular los acidos
carboxilicos resultante, se utilizé una solucion 0.1 N de NaOH.

3.1.3.2 Determinacion del peso molecular promedio mediante GPC.

La estimacion de peso molecular promedio para los compuestos sintetizados se realiza a
partir de una curva de calibracion con estandares de poliestireno de pesos moleculares
entre 160 y 580 Da, los cuales se disolvieron en tetrahidrofurano (THF) a una
concentracion de 1 mg.mL™. Se inyecté un volumen de 10 pL al equipo Waters 2695 con
una columna HP PLgel 5puy 500 A de porosidad para la separacion de pesos moleculares
menores a 20000 Da. La temperatura de la columna fue de 40°C y el eluyente empleado
fue THF a un flujo de 1 mL.min™. Para la determinacién de la viscosidad se empled el
equipo Viscotek 270. El detector de indice de refraccion fue el equipo Waters 2424,
ambos acoplados al equipo de permeacién en gel.

3.1.3.3 Caracterizacion de la estructura de los oligomeros de poliéster mediante
espectroscopia de infrarrojo (IR).

El anélisis de los oligomeros de poliéster se llevo a cabo con la finalidad de identificar los
grupos funcionales presentes en dichos compuestos. Los grupos OH terminales que se
esperan, deberéan aparecer en la region de 3500-3200 cm™ y los grupos éster R-COO-R’,
deberan aparecer en la regién de 1750 a 1710 cm™. Par el grupo carbonilo C=0 alifético,
en el caso de los polioles a partir de 4cido adipico, sera de 1730 a 1715 cm™, par el grupo
C=0 del éster aromatico, deberan aparecer entre 1330 a 1050 cm™.

Las determinaciones se llevaron a cabo en un equipo FTIR 1605 Perkin Elmer en un
intervalo de 4000 a 400 cm™ de infrarrojo medio, con 4 cm™ de resolucién.

3.2 Caracterizacion del diisocianato (MDI).
3.2.1 Determinacion de grupos isocianato en el MDI mediante titulacion.

El parametro méas importante para la sintesis de compuestos de uretano, es conocer la
concentracion de isocianato presente por gramo de muestra del material

El método utilizado en el presente trabajo para determinar grupos isocianato es el de
“equivalentes de amina”, que como su nombre lo indica se basa en la reaccion del grupo —
N=C=0 con una amina. EI método consiste en disolver una cantidad conocida del
isocianato o polimero conteniendo grupos isocianato en un disolvente adecuado, lo que
permite una reaccion en solucién del isocianato con una amina en exceso a concentracion
estandarizada, tal como dibutilamina 1 N. La amina que no reacciona se titula con una
solucion estandar 0.1 N de &cido clorhidrico. La amina consumida por la reaccion con el
isocianato se puede calcular como porcentaje de —N=C=0 en la muestra y como
equivalentes de isocianato en peso. ©
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La determinacion se realizd mediante la disolucion de una muestra en THF, para ser
titulada con una solucion 1 N de n-butilamina en THF y se titul6 con una solucién de
4cido sulfdrico 0.1 N. &9

3.2.2 Caracterizacion del MDI por IR y GC-MS.

Se empled el infrarrojo (IR), para observar las bandas de absorbancia de los grupos
funcionales presentes. En el caso del diisocianato las bandas esperadas mas importantes
son las del grupo funcional isocianato ~N=C=0 alrededor de 2280 a 2230 cm™ debida al
estiramiento asimétrico y 1450 a 1380 cm™ para el estiramiento simétrico.

Para determinar cualitativamente las caracteristicas de composicion del diisocianato
utilizado para la elaboracion de los uretanos, se utilizé un cromatografo de gases HP 6890
acoplado a un espectrémetro de masas HP 5973. Las pruebas se realizaron disolviendo
1mg de muestra en 5 mL de tolueno; la muestra se inyecto6 al cromatografo en una rampa
de temperatura desde 50 hasta 250 °C en 45 minutos con helio como fase movil.

3.3 Sintesis y caracterizacion de los compuestos de uretano.

Una vez caracterizado el diisocianato se hizo reaccionar con los oligomeros de poliéster
previamente sintetizados. Las reacciones se llevaron a cabo en masa, utilizando como
catalizador N, N-dimetiletanolamina (DMEA) al 0.5% en peso con respecto al reactivo
limitante.

La tabla 2.3 presenta un resumen de las reacciones que se llevaron a cabo, mostrando las
estructuras idealizadas de los compuestos de uretano propuestos para ser biodegradados.

3.3.1 Compuestos de uretano a partir de oligomeros de poliéster sintetizados.

Se sintetizaron cuatro compuestos de uretano, de los cuales, dos compuestos se
obtuvieron a partir del tereftalato bis-(2-hidroxietileno), (BHET) el cual se hizo reaccionar
con 4,4 -difenil diisocianato de metileno (MDI), en relacion estequiométrica NCO/OH 1:2
y NCO/OH 2:1. Los dos compuestos de uretano restantes se obtuvieron a partir del
adipato de bis-(2-hidroxietileno), (BHEA) el cual se hizo reaccionar con MDI en relacion
estequiométrica NCO/OH 1:2 y NCO/OH 2:1, (Tabla 3.3). Las formulaciones utilizadas
para los uretanos se resumen en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Composicién para la sintesis de compuestos de uretano a biodegradar.

Materia prima Relacién estequiométrica Relacién estequiométrica
NCO/OH 2:1 NCO/OH 1:2
BHET 10.000 10.000
MDI 19.708 4.927
Catalizador* 0.050 0.0246
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Tabla 3.2 continuacion.

Masa () Masa(g)
Materia prima Relacion estequiométrica Relacion estequiométrica
NCO/OH 2:1 NCO/OH 1:2
BHEA 10.000 10.000
MDI 21.393 5.348
Catalizador* 0.050 0.0267

*Peso del catalizador N, N-dimetiletanolamina (DMEA) calculado con respecto al reactivo limitante.

3.3.1.1 Metodologia.

1. Se llevo a cabo cada una de las reacciones en masa en recipientes de plastico donde se
peso el oligomero de poliéster correspondiente, el cual fue previamente secado a vacio por
24 horas.

2. Se adiciond el diisocianato y se mezcld por 10 minutos a 30 rpm.

3. Se adiciono 0.5% en peso del catalizador DMEA con respecto al reactivo limitante y se
agito la mezcla durante 20 min a 30rpm.Pasado este tiempo se dej6 en reposo el material
durante 12 horas.

4. Se retiro el material del recipiente y se caracterizo.

3.3.2 Determinacion del peso molecular promedio de los compuestos de uretano
mediante GPC.

Para la obtencién de los pesos moleculares promedio, se emple6 la técnica de
cromatografia de permeacion en gel GPC y se hizo uso de una curva de calibracion de
estandares de poliestireno de pesos moleculares del rango de 106 a 21,000 Da utilizando
la columna HP PL gel 5u y 500 A a 40 °C, con THF como eluyente a un flujo de 1
mL.min™%. Se inyecté un volumen de 10 pL al equipo Waters 2695. Para la determinacion
de la viscosidad se emple6 el equipo Viscotek 270 y el detector de indice de refraccién
fue el equipo Waters 2424 ambos acoplados al equipo de permeacion en gel.

3.3.3 Determinacion de la estructura de los compuestos de uretano por IR.

Se utilizd espectroscopia de infrarrojo (IR) para determinar la presencia de los grupos
funcionales en los compuestos de uretano sintetizados, siendo uno de los grupos mas
importante para nuestro estudio la sefial correspondiente al grupo uretano cuyas bandas,
aparecen en el rango de los 1750 a1680 cm™ debido al enlace C=0; una sefial débil en el
rango de 1050 a 850 cm™ para el enlace N-H; una sefial mediana para la deformacion en
el rango de 1650 a 1500 cm™ y otra sefial también mediana para el estiramiento, en el
rango de 3500 y 3250 cm™; adicionalmente, se esperan las sefiales debidas al grupo éster
de los oligomeros de poliéster ya descritas en la seccion 3.1.3.3, asi como la sefial del
grupo isocianato presente en la region de 2270 cm™, para el caso de los oligomeros
sintetizados con una relacion 2:1 de NCO /OH respectivamente.
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Tabla 3.3 Resumen de reacciones de sintesis de compuestos de uretano.

Diisocianato Oligomeros de poliéster Compuesto de uretano propuesto b

O O
“O\/\OP\Q/“\O/\/O}“ BHET-MDI (NCO/OH 2:1)

o o H t o o
HO~"o o/\/oer O O N\[ro\/\o o~ \~OH
o o

n

BHET-MDI (NCO/OH 1:2)

[e]
MDI HO\/\O/P‘\/\/\’(O\/\OlH
" BHEA-MDI (NCO/OH 2:1)

i i | |
o-en{ Y™~ ) O/\/OMO/\/OYNN on
} 0 o

BHEA o o - o
HO\/\O%\/\/YO\/\OJ\ ,T‘,;‘J\O/\/O:|7‘/\/\/Lo/\/o"'

n

BHEA-MDI (NCO/OH 1:2)

“En la figura 3.2 se muestran los posibles subproductos obtenidos durante la sintesis de los compuestos de uretano.
® compuesto de uretano idealizado, suponiendo n=1 para BHET y BHEA.
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H O
Il
1. O=C=N-R-N=C=0 + HO-R-OH —® 0=C=N-R-N-C-O-R'-OH

i 5 e i
2.HO—R'-O-C-II\I-R-N=C:O + H,O—® HO-R-0-C-N-R-N-C-oH — = CO;+ HO-R'-O-C-N-R-NH,

i IR
3.HO-R-O-C-N-R-NH, 4+ O=C=N-R-N=C=0 ——® HO-R'-O-C-N-R-N-C-N-R-N=C=0

O H o

1
4.R"-N=C=0 + HO-R-O-C-N-R-N=C=0 —® HO-R'-O-C-N-R-N=C=0

R"-NH-C=0
HO H O H
]\ITE [ |
5.R"N=C=0  + R-N-C-N-R —® R-N-C-N-R
O=C-NH-R"

Figura 3.2 Reacciones y subproductos probables durante la sintesis de los compuestos de
uretano.

3.3.4 Caracterizacién mediante técnicas de analisis térmico.

El analisis térmico permite la identificacion, control de pureza y estabilidad de las
sustancias, ya que las transiciones de estado ocurren a temperaturas caracteristicas para
cada una de ellas. Los analisis térmicos de los compuestos de uretano antes de ser
sometidos a las pruebas de degradacion, asi como, al término de dichas pruebas, se
realizaron con dos técnicas distintas: la calorimetria diferencial de barrido (DSC) y la
termogravimetria (TGA), los cuales se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Caracterizacion Térmica E-11, del Instituto de Investigaciones en Materiales UNAM C.U.

3.3.4.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Los analisis se realizaron con el equipo Q100 TA Instruments. El intervalo de
temperatura fue de -50 a 200°C a una velocidad de calentamiento de 10 grados.min™
utilizando un flujo de nitrégeno de 50 mL.min™. El tratamiento de datos se realiz6
mediante el software “Universal Analysis 2000 con el que se determino el valor de la
temperatura de transicion vitrea (Tg), de fusion (Tm) y AHz.

3.3.4.2 Analisis termogravimétrico (TGA).

Los andlisis termogravimétricos se realizaron con el equipo Q 600 TA Instruments. Se
emple6 una atmosfera de nitrogeno a un flujo de 40 mL/min, una velocidad de
calentamiento de 20 grados.minuto™ y un intervalo de temperatura de 20 a 800°C. El
tratamiento de datos se realiz6 mediante el software “Universal Analysis 2000” con el que se
pudo determinar el porcentaje de pérdida de peso para cada una de las muestras.
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3.4 Pruebas de biodegradacion.

Se prepararon dos medios de cultivo de Medio Minimo (MM), ver apéndice A, por cada
compuesto de uretano sintetizado, conteniendo uno de los dos cultivos a la cepa
Alicycliphilus sp. y el segundo cultivo no se inoculd, esto con el fin de estudiar la
influencia de la actividad enzimética de la cepa bacteriana vs. la influencia de la hidrolisis
quimica debida Unicamente al MM que contiene al uretano sintetizado, con el propoésito
de determinar si la cepa bacteriana es capaz de crecer en un medio cuya fuente de
carbono fuera alguno de los materiales sintetizados. Se realizaron tres replicas de cada
prueba de biodegradacion.

Se monitore6 el crecimiento bacteriano mediante la técnica de cuenta en placa en LB
solido, determinando los microorganismos/mL en tiempos especificos.

La presencia de los metabolitos se monitore6 a distintos tiempos de incubacion mediante
la toma de alicuotas en el sobrenadante, realizando filtracion, centrifugacion y extraccion
con disolventes organicos. La caracterizacion de los posibles metabolitos presentes en el
medio acuoso se realizé mediante GC-MS. ®© 59

3.4.1 Preparacion de medios de cultivo.
3.4.1.1 Preparacion del medio de cultivo Luria Bertani (LB) liquido y sélido.

El medio LB es un medio de cultivo el cual contiene extracto de levadura y peptona como
fuentes de carbono y nitrégeno, haciéndolo un medio rico en carbono y nitrégeno de facil
disponibilidad para las bacterias. Al ser un medio no selectivo, permite el crecimiento de
cualquier tipo de hongos y bacterias, por lo que este medio se utiliza para cuantificar las
bacterias capaces de formar una colonia en una placa de LB solido en 24 h. La cepa
bacteriana empleada crece después de 48 h en LB sélido, lo que permite identificar si es la
cepa que se requiere, ya que en caso de tener contaminacion debida a la presencia de otros
microorganismos estos crecerian antes de las 48 horas. Ver apéndice A para su
formulacioén.

3.4.1.2 Preparacion del MM.

El MM, consiste en una disoluciéon acuosa formada a partir de tres disoluciones; A, B y
C. La disolucion A esta formada por: KH,PO, y K,HPO, disueltos en agua estéril. La
disolucion B por NHsNO3; y MgSO,-7H,0 disueltos en agua estéril y la disolucion C
denominada elementos traza por: ZnSO,4-7H,0, CuSOy4, FeSO,4-7H,0 y MnSO4-4-6H,0
disueltos en agua estéril, obteniendo finalmente un medio con un pH cercano a 7 y
condiciones isotonicas. EI MM no incluye una fuente de carbono, por lo que funciona
como fuente de sales minerales, siendo el nitrato de amonio la fuente de nitrdgeno en el
cultivo. Ver apéndice A para su formulacion.
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3.4.1.3 Preparacion del medio minimo con poliuretano (MM-PUR).

El MM-PUR se prepara a partir de Hydroform® y medio minimo MM.
El Hydroform® es un barniz poliuretano marca comercial base agua el cual presenta las
siguientes caracteristicas:

Poliuretano alifatico de un componente, cuyo solvente es agua desmineralizada.
Acabado transparente.

Secada al tacto en 20 minutos y gelado en 2 horas.

Contenido de s6lidos, 30% +/- 1.

Viscosidad, 60-100 cps.

Densidad, 1.04-1.06 g. cm .

VVVVYY

A partir del Hydroform® al 30% se preparé una solucion al 3%, empleando como
disolvente agua destilada, haciendo pasar la disolucion a través de un filtro en
condiciones asépticas. Una vez filtrada dicha solucion se prepar6 el MM-PUR,
adicionando a un matraz el MM vy la solucion de Hydroform® al 3% para asi obtener
finalmente un contenido de sélidos al 0.3%. Ver apéndice A para su formulacion.

3.4.2 Preparacion de gliceroles.

Los gliceroles permiten mantener un stock de la cepa bacteriana y asi ser utilizados
durante las pruebas de biodegradacion, ya que dichas pruebas, se hacen por triplicado y
por periodos de observacion mayor a 1 semana, por lo que se requieren mantener
congeladas las células bacterianas para que no alcancen su fase exponencial maxima de
crecimiento, si es que se mantuvieran en un medio rico en carbono como es el LB, para
esto se congelan en glicerol en presencia del medio minimo, ver figura 3.3.

3.4.2.1 Metodologia.

Mediante un glicerol el cual contenia a la cepa bacteriana Alicycliphilus sp., perteneciente
al laboratorio de Bioguimica y Biologia Molecular de plantas de la Facultad de Quimica
C.U., se duplicé dicha cepa para poder mantener las mismas condiciones experimentales
durante el desarrollo experimental de biodegradacion de los compuestos de uretano.

Se requirio descongelar un glicerol el cual estaba a una temperatura de -70°C. Una vez
descongelado se tomd una alicuota de 50 pL y se plaqueé en LB so6lido contenido en caja
petri. Posteriormente se introdujo la caja petri en la incubadora a 37°C durante 48 h. Una
vez pasado este tiempo se observaron las colonias formadas y aisladas.

A partir de una colonia aislada se inoculé un tubo de ensayo el cual contenia LB liquido y
se introdujo en la incubadora durante 12 h, esto con el objeto de reproducir y alcanzar la
mitad de la fase exponencial de crecimiento de la cepa bacteriana. Pasado este tiempo se
determind la densidad oOptica a 660 nm mediante el espectrofotometro UV/visible
Ultrospec 2000 y se calculd el volumen de alicuota para re inocular nuevamente en LB
liquido y llevarlo a incubacion durante 6 h.
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Pasado este tiempo se determino la densidad Optica a 660 nm para conocer el volumen de
alicuota que se requeria para inocular 500 pL de MM-PUR, el cual es el medio de cultivo
que contiene a los nutrientes necesarios para la supervivencia de la cepa, incluyendo
carbono el cual es obtenido del Hydroform®.

Una vez inoculado el matraz que contenia al MM-PUR (MM + Hydroform®) se sometio
a incubacion durante 17 h, pasado este tiempo se tomaron alicuotas de 700 pL vy se
colocaron en tubos Eppendorf los cuales contenian 300 pL de glicerol, finalmente se
congelaron con nitrogeno liquido para mantenerlos en el congelador a -70°C. Ver figura

3.3.
1. Descongelar @ 2. Inocular cepa
glicerol. Sembrar aislada en LB
en LB sdlido e liquido.
incubar48h a
37°C. Incubar 12 h.

5. Tomar alicuota

de MM-PUR y 3'('}:‘3‘[?'(‘3)'0"
adicionar 30% vol R
. Reinocular en
deglicerol. Lo
L LB liquido e
Enfriar con . o
nitrégeno y incubar6h a
congelar. 37c

4. Inocular en
MM -PUR.
Incubar17ha
37°C.

Figura 3.3 Diagrama de pasos para la preparacion de gliceroles.

3.4.3 Preparacion de muestras de los compuestos de uretano para su estudio de
biodegradacion.

En matraces de 125 mL, se pesaron 0.75 g (1.5% peso) de cada compuesto de uretano y
se les adiciond a cada uno 44.45 mL de agua desionizada para ser esterilizados mediante
autoclave. Posteriormente se adicionaron 5.55 mL de MM en condiciones de esterilidad a
cada uno de los matraces; teniendo 2 matraces por compuesto a estudiar, solo uno de los
dos matraces se inocul6 con la cepa Alicycliphilus sp., con un volumen de cultivo
proveniente del in6culo incubado durante 12 h, y fueron colocados para su incubacion a
220 rpm a una temperatura de 37°C en una incubadora de flujo durante 10 dias.

Se monitored el crecimiento de las bacterias con respecto al tiempo (microorganismos.

mL™ vs. Tiempo), mediante una curva de crecimiento, utilizando cada uno de los cuatro
compuestos de uretano sintetizados como fuente de carbono
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3.4.3.1 Pruebas de biodegradacion de muestras de los compuestos de uretano.

A partir de un glicerol obtenido como stock de la cepa bacteriana, se descongeld y se
tomo una alicuota de 50 L para sembrar en una caja petri, la cual se incub6 durante 48 h
a 37°C. Pasado este tiempo se rasparon cepas aisladas y se inocularon en 50 mL de
cultivo LB liquido, el cual posteriormente se incubd 12 horas a 37°C, con la finalidad de
reactivar la cepa bacteriana. Pasado este tiempo se determind la absorbancia (D.O. 660
nm) y se calcularon los mililitros de inoculo necesarios para obtener 0.02 de D.O a.660
nm en cada uno de los matraces que contenian 1.5% peso del compuesto de uretano y
5.55 mL del medio minimo.

Uno de los parametros mas importantes en la medicién de los cultivos en microbiologia es
la concentracion de bacterias por mL de cultivo liquido (microorganismos. mL™); para la
determinacion de este pardmetro es necesario determinar la absorbancia a 660 nm
(Densidad Optica D.0.660 nm) de una muestra de medio LB sin bacterias y uno con las
bacterias, al paso de algunas horas (al menos 24 horas); la correlacion de esta lectura se
hace mediante una curva de crecimiento patron, elaborada por el seguimiento del cambio
de la absorbancia de la muestra con el tiempo.

Para la obtencion de la grafica que representa al niUmero de microorganismos/mL con
respecto al tiempo presentes en los matraces inoculados, se realizo la técnica de cuenta en
placa, en la cual, se contaron el nimero de UFC (Unidades Formadoras de Colonias) a
distintos tiempos, definiendo como al tiempo inicial como Tiempo cero, para esto, se
tomaron 100 pL del cultivo agitado y se colocé en un tubo Eppendorf el cual contenia
900uL de solucion A (1X), ver apéndice A, esta dilucion corresponde a una concentracion
de 10, de esta dilucién se tomé 100 pL para adicionarlos a otro tubo Eppendorf que
contenfa 900 pL de solucién A(1X), asi esta dilucién corresponde a 107, de la misma
forma se continué hasta obtener 10, una vez obtenida esta dilucién se sembraron 100 pL
de esta dilucién en una caja petri y se mantuvo en incubacién durante 48 h a 37°C.

A diferentes tiempos se tomaron alicuotas de cada matraz inoculado y se sembraron en
cajas petri como se describié en el parrafo anterior para el Tiempo cero, los tiempos
determinados fueron: Tiempo 1, implicé 6 h de incubacién y dilucién de 10, Tiempo 2,
22 h de incubacion y dilucién de 10, Tiempo 3, 44 h de incubacién y dilucién de 10°°,
Tiempo 4, 68 h de incubacion y dilucién de 10° , Tiempo 5, 166 h de incubacion y
dilucién 10 Tiempo 6, 190 h de incubacién y dilucién de 10°, Tiempo 7, 214 h de
incubacién y dilucién 10™. Se hicieron tres réplicas para cada material a biodegradar (Fig.
3.4)

3.4.4 Obtencion de los productos de degradacion. Enzimética y no enzimatica

Para determinar si hubo algun efecto de la cepa bacteriana sobre los compuestos
sintetizados debido a hidrdlisis enziméatica, se empleo la técnica de cromatografia de
gases acoplado al espectrometro de masas para poder identificar los posibles compuestos
presentes, metabolitos, en el medio de cultivo. Estos metabolitos tendran que ser
secciones de moléculas de los compuestos sintetizados que no pertenezcan a productos de
una posible hidrolisis quimica que pudiera haber sido llevada a cabo por el hecho de estar
presentes los materiales en un medio de cultivo acuoso.
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3.4.4.1 Extraccion de los productos de degradacion.

A partir de cada uno de los tiempos descritos en la seccion 3.4.3.1 se tomaron alicuotas
de 3 mL de los medios de cultivo para ser analizadas mediante las técnicas de GC-MS.
Cada alicuota fue centrifugada a 7000 rpm para eliminar las bacterias. Posteriormente se
hicieron tres extracciones sucesivas con 5 mL cloroformo cada una y finalmente se hizo
una cuarta extraccion de la fase acuosa con 5 mL de éter etilico. La toma de alicuotas se
realizé tanto en los matraces inoculados como en los no inoculados.

Al término de las 214 h de incubacion (Tiempo 7) los cultivos de cada matraz fueron
filtrados a través de papel poro medio para obtener los solidos los cuales fueron lavados
y secados a temperatura ambiente, mientras que el liquido de cada cultivo fue
centrifugado para eliminar las bacterias a 7000 rpm por 5 minutos. Posteriormente se
hicieron tres extracciones sucesivas con 5 mL de cloroformo cada una y finalmente se
hizo una cuarta extraccion de la fase acuosa con 5 mL de éter etilico.

3.4.5.2 Identificacion de los productos de degradacion.

Del procedimiento anterior se obtuvieron en total 32 extractos por monémero de uretano,
obtenidos a los 8 tiempos definidos con anterioridad, 16 extractos de los posibles
productos de hidrdlisis por el medio acuoso y 16 extractos de los posibles productos por
hidrélisis enzimatica. La identificacidn de tales productos se realizé por cromatografia de
gases acoplada a un espectrometro de masas GC-MS. El equipo utilizado fue un
cromatdgrafo de gases marca HP modelo CG 6890, acoplado a un detector selectivo de
masas marca HP modelo 5973. Los extractos fueron inyectados al GC-MS a una
temperatura de inyeccién de 230 °C y programado con temperaturas de la siguiente forma:
temperatura inicial de 20 °C hasta 80 °C con una rampa de 5 °C por minuto, una meseta de
1 minuto a 80 °C y luego una rampa de 10 °C por minuto hasta llegar a 230 °C; se utiliz6
como gas de arrastre He y una columna capilar HP-5 de 26 m x 0.32 mm.
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‘ Descongelar glicerol. ‘

Sembrar 50 L e incubar en caja peti1 4 ]
ha37°C.

Raspar cepa aislada, e inocular en 500 1L de
LB liquido durante 12 ha 37°C

" Tiempo cero. ‘

Tomar 300 pL del sobrenadante.

/Tomar 100 pL y hacer dilucion hasta 10'3.\
Sembrar en caja petri e incubar 48 h a
37°C, para cuenta en placa. El resto del
volumen centrifugar a 7000 rpm, hacer
extracciones con cloroformo y analizar

Q:)or GC-MS /

~

-
Tiempo 1(6 h de incubacion).

Se realiza lo descrito en el tiempo cero,

L haciendo cuenta en placa con dilucién 10,

. ] -~ R
Tiempo 2 (22 h de incubacién).

Se realiza lo descrito en el tiempo cero,
L haciendo cuenta en placa con dilucién 107

/Tiempo 3(44 h de incubacion) y Tiempo 4\
(68 h de incubacion).

Se realiza lo descrito en el tiempo cero,
Khaciendo cuenta en nlaca con dilucién 10°°. )

Tiempo 5 (166 h de incubacion) y Tiempo 6\
(190 h de incubacidn).

Se realiza lo descrito en el tiempo cero,
haciendo cuenta en placa con dilucién 107

J

Tiempo 7 (214 h de incubacion).

Sembrar caja petri con dilucién 10 del sobrenadante, el
resto se filtra para separar el sélido. Centrifugar el
sobrenadante y hacer extracciones con cloroformo. El sélido
se seca a vacio y se analiza por IR, TGA, DSC y GPC.

Figura 3.4 Diagrama para las pruebas de degradacion de los compuestos de uretano.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Caracterizacion de oligomeros de poliéster.

La obtencion de los compuestos de uretano se llevé a cabo mediante la sintesis de
oligomeros de poliéster originados a partir de acidos carboxilicos; aromaético o alifatico y
monoetilenglicol, el cual constituye la fuente de grupos hidroxilo, en donde se involucran
reacciones de esterificacion, hidrdlisis de enlaces éster y reacciones de transesterificacion;
dando como resultado oligomeros, BHET y BHEA (dependiendo de la fuente de acido
carboxilico), los cuales a su vez se hicieron reaccionar con MDI para obtener finalmente
a los compuestos deseados.

Los célculos realizados para llevar a cabo la sintesis de los oligomeros de poliéster se
basaron en la ecuacion 3, (Ec.3), la cual se emplea en polimerizacion etapa por etapa (18,
% en donde se describe al grado de polimerizacién DP (de sus siglas en inglés Degree of
Polymerization), como:

1+r
bP= — (Ec.3)
r+1-2rp

Siendo r la relacion inicial de mondémeros r = N°a/N°s y p la conversion de la reaccion; si
se considera que p = 1 (se convierte todo el monémero A), se tiene la ecuacion Ec.4 que
da los valores de DP respecto a la relacién de monémeros r.

1+r
DpP=z ——mMmm (Ec.4)
1-r

4.1.1 Determinacion del numero de grupos hidroxilo mediante titulacion.

Las relaciones propuestas de los reactivos para la sintesis de los oligomeros de poliéster
fue tal que se obtuviera un valor de DP cercano a 1. Se emple6 el término grado de
oligomerizacion el cual fue representado por la letra n, en vez de DP y se estimé a partir
de los resultados obtenidos mediante las técnicas de valoracion de grupos terminales (No.
de OH’s), (Tabla 4.1). La obtencién del grado de oligomerizacion (n) mediante la
determinacion del nimero de grupos hidroxilo presentes en cada uno de los oligomeros
se obtuvo a partir de la siguiente ecuacion:

n= (112220 mg KOH/g —-Pst * No OH’s)  (Ec.5)

(PURC *No OH’S)
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Siendo Pt el peso molecular del grupo terminal y Pyrc el peso molecular de la unidad
repetitiva constitucional. EI término numérico corresponde al peso de dos moles de KOH
expresado en miligramos por mol.

Tabla 4.1 Contenido del namero de grupos hidroxilo del BHET y BHEA.

oligomero mg OH/g(eS"gomero n tedrico n®
BHET 330.62 £ 0.42 1 14
BHEA 321.78 £ 0.58 1 1.7

@ X + 6 (Media + Desviacién estandar, n= 3).
®) Grado de oligomerizacion del oligomero de poliéster calculado a partir de’X.

En la tabla 4.1 se resumen los valores obtenidos del numero de grupos hidroxilo
determinados mediante la técnica de titulacion de grupos terminales, ASTM-D-4274-99,
de las muestras de oligomeros de poliuretano. Los valores altos obtenidos del nimero de
grupos OH es un indicativo del bajo peso molecular de los compuestos sintetizados.

4.1.2 Determinacion del peso molecular promedio mediante GPC.

La determinacion de sus pesos moleculares se llevd a cabo mediante cromatografia de
permeacion en gel (GPC), utilizando como referencia la curva de calibracién universal de
estandares de polietilenglicol de pesos moleculares del rango de 106 a 21,000 Da, ver
apéndice D. En la tabla 4.2 se presentan los pesos moleculares peso promedio, Mw, de
cada uno de los oligomeros de poliéster sintetizados, junto con su polidispersidad,
Mw/Mn, siendo Mn el peso molecular nimero promedio.

Tabla 4.2 Pesos moleculares y polidispersidades obtenidos mediante GPC del BHET y
BHEA.

oligomero Mw (Da) Mw/Mn n tedrico n estimado @
BHET 285 3.4 1 1.16
BHEA 273 2.9 1 1.22

@ Grado de oligomerizacion calculado mediante la Ec. 6 a partir de los valores de Mw obtenidos por GPC.

4.1.3 Caracterizacion de la estructura mediante espectroscopia de infrarrojo (IR).

La determinacion de la estructura molecular se llevé a cabo mediante espectroscopia de
infrarrojo (IR). En los espectros de IR se pueden observar claramente las bandas de
absorcion debidas a la presencia de los grupos OH terminales y las bandas de absorcion
de los grupos carbonilos C=0 del grupo éster. En la tabla 4.3 y 4.4 se resumen las
principales sefiales observadas.
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Figura 4.1 Espectro de IR del BHEA.

Tabla 4.3 Bandas observadas mediante IR del compuesto BHEA.

At (cm™) Grupo funcional Caracteristicas
3543 -OH Grupo terminal del oligomero
2959, 1388 R-CH,- Sefiales de CH, presentes en la
cadena del compuesto
1738 C=0 Seriales del ca,rbonllo del grupo
éster
, . Confirmacion de alcanos unidos
2959, 1466, 747 R’-CH,- R “CH,-CH,-
1150 -C-0O-C- Confirmacion del grupo éster
1388,747 -(CHy)- Confirmacion seccion alifatica
e ’ | ;'I || " _.'II A W
2 a I P |I|""|l- e " :_-.‘ -r.h. |
g 24
g
|'_|

Figura 4.2 Espectro de IR del BHET.
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Tabla 4.4 Bandas observadas en IR del compuesto BHET.

AT (cm™) Grupo funcional Caracteristicas
3547 -OH Grupo terminal del oligomero
C-H debida al grupo
2967 © aromatico
1721.86 C=0- Sefiales del carbonilo del

grupo éster

Confirmacion de alcanos

2967, 1101 R-CH,-R UNidos ~CHy-CHy-
1101 -C-0-C- Confirmacién del grupo éster
1471 C=C- Conflrmacmln_del grupo

aromatico
795 C-Hd Conﬁrrpgcmn dg grupo
aromatico sustituido
1984 C-O- Confirmacién del grupo
alcohol

4.2 Caracterizacion del diisocianato (MDI).

El MDI utilizado durante la sintesis de los compuestos de uretano fue distribuido por
Down Chemical. Tiene un contenido del 33% en peso de isocianatos. Las
especificaciones reportan que: es una mezcla de isdbmeros 4,4’- y 4,2°- difenildiisocianato
de metileno, que son los isdmeros para- con contenido de 55 % y orto- con contenido de
25 % respectivamente, ademas de un 20 % de triisocianatos y especies de mayor peso
molecular. El analisis por cromatografia de gases — masas del MDI muestra dos especies
en abundancia y un grupo de especies de pesos moleculares mayores a 250 en pequefias
cantidades. Ver apéndice E.

Tabla 4.5 Propiedades del diisocianato MDI empleado como materia prima.

Caracteristica Valor
Eq de NCO.gramo™ 0.00757
Peso equivalente 32g.eq* NCO
Peso molecular 304 g. mol™
Funcionalidad 2.3
Densidad (a 20°C) 1.22g. mL™
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El espectro de IR del diisocianato MDI se presenta en el apéndice E, en donde se
observan las bandas de absorcion caracteristicas debidas a los grupos isocianato
(-N=C=0) en 2273 cm™, ademas de las sefiales correspondientes al anillo aromético en
3026, 1608, 1577, 1523, 1434 cm™y la debida al enlace C-H en 2914 cm™.

4.3 Sintesis y caracterizacion de los compuestos de uretano.

Para la elaboracion de los compuestos de uretano se realizaron los célculos
correspondientes a un modelo de polimerizacion etapa por etapa (Ec.3), asi, con éste
modelo de polimerizacion se obtuvieron los valores tedricos de relaciones molares para
obtener un grado de oligomerizacion n=1 deseado a partir de los oligomeros de poliéster
siguientes:

HO\/\O O\/\O H
O n
BHEA

n

BHET

Para la formulacion de los compuestos de uretano a partir de los oligomeros de poliéster
se emplearon las siguientes ecuaciones:

PM oligomero poliéster = N* P yrct Pot (Ec.6)

Donde:

PM gligomero poliéster = P€SO molecular del oligomero de poliéster
n=numero de unidades repetitivas

Purc= Peso molecular de la unidad repetitiva constitucional (g. mol™)
Pst= Peso molecular del grupo terminal.

Los célculos estequiométricos para obtener las relaciones de NCO/OH: 2:1 y 1:2 se
hicieron como se presenta a continuacion:
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MMDI = (g oligomero polie’ster) * 1> I:’I\/lMDI* (NCO/OH) (EC-7)

PM oligomero poliéster

Donde:

Mwmpr = masa de MDI requerida para que reaccione con el oligomero de poliéster.

PM oligomero poliéster= P€S0 molecular del oligomero de poliéster calculado a partir de la Ec.6
PMwmpi= peso molecular (g/mol) del diisocianato MDI

(NCO/OH)= relacion estequiométrica propuesta para la sintesis de compuestos de uretano.

Otra forma de obtener la masa de diisocianato requerido es a partir del nimero de OH’s
obtenido a partir de los datos experimentales (mostrados en la Tabla 3.1):

Pe mpi = PM mpi (Ec.8)
f MDI
KMDI = ( IDe MDI) (g oligomero poliéster)
(Ec.9)
(PMion)(1000mg/ 1g)
Mmpi = (NO OH'S) (KMDI) (NCO/OH) (EClO)

Donde:

Pe mp1 = peso equivalente del diisocianato.

f mpi = funcionalidad del diisocianato

K mpr = Constante calculada a partir del peso equivalente del diisocianto y peso de la
muestra de oligomero de poliéster a reaccionar.

Mwmpr = Masa de la muestra requerida para que reaccione con los gramos de oligomero de
poliéster.

(NCO/OH) = relacion estequiométrica deseada.

La preparacion de los compuestos de uretano se llevo a cabo en masa, aunque el control
de la reaccion se lleva a cabo mejor en solucién “® 9 se opté por esta técnica ya que al
realizar la reaccion en masa se obtiene un compuesto sin aditivos, los cuales podrian
interferir en las pruebas de biodegradacion, mientras que por otro lado, se elimina la
presencia de residuos de disolvente en los materiales, lo cual también seria una
interferencia dificil de cuantificar en las pruebas de degradacion evitando poder elucidar
un mecanismo de hidrélisis enzimatica debida a la presencia de algun agente “externo” al
material a biodegradar. ¥
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4.3.1 Determinacion del peso molecular promedio mediante GPC.

Una vez sintetizados los compuestos se realizé la caracterizacion para la obtencion de sus
pesos moleculares, éstos fueron disueltos en DMSO y se afor6 cada una de las
disoluciones con THF hasta 10 mL para obtener la concentracion deseada de 1000 mg. L
! La tabla 4.6 muestra los resultados obtenidos a partir de la curva de calibracién
realizada con estandares de poliestireno de distintos pesos moleculares que van del rango
de 162 a 21,000 Da. Ver apéndice D.

Tabla 4.6 Analisis mediante GPC de los pesos moleculares de los compuestos de uretano.

Oligomero | o\ s Mw (Da) ® Mw/Mn e
de (NCO/OH) Xto X*e estimado
poliéster

2:1 1.11 x 10° + 3.09 x 10° 3.51+0.78 1.7

BHEA- _ 3 1
VDI 1:2 0.87x 103+ 1.27 x 10 2.81+0.89 1.3
2:1 1.44 x 10°+ 3.02 x 10* 1.83+0.43 2.3
BHET' 1:2 1.28 x 10° + 2.28 x 10! 1.24 +0.43 2.1

(@)

X + 6, Media + Desviacion estandar , n= 3.

(b)

n grado de oligomerizacién calculado a partir del Mw obtenido experimentalmente mediante GPC

Se observa en la tabla 4.6, que el grado de oligomerizacion final de los compuestos de
uretano es mayor a 1, (n= 1), estimado con base a los célculos estequiométricos
propuestos inicialmente; lo que indica, un posible agotamiento durante la reaccién de
grupos isocianato debido quizé a posibles reacciones secundarias, (ver seccién 3.3, figura
3.2), ademas, de la posible formacién del isocianurato; de tal forma que el grado de
conversion p del mondémero isocianato no es total y por consiguiente se obtiene un grado
de oligomerizacion mayor, con base a lo descrito en la Ec.1.

4.3.2 Caracterizacion de la estructura mediante espectroscopia de infrarrojo (IR).

Para determinar la estructura general de los materiales obtenidos se obtuvieron los
espectros de infrarrojo para cada uno de ellos, en los cuales se observan diferencias claras
entre los compuestos sintetizados a partir del oligomero de poliéster aroméatico (BHET) y
los compuestos sintetizados a partir del oligomero de poliéster alifatico (BHEA).

En los espectros de los compuestos sintetizados con una relacion de NCO/OH 1:2 se
observa la banda correspondiente al grupo hidroxilo en la regién de 3300 cm™. Para el
caso de los compuestos con relacion NCO/OH 2:1 se observa la presencia del grupo
terminal isocianato, cuya sefial aparece en la region de ~ 2270 cm™. Una de las sefiales
importantes a identificar es la correspondiente al isocianurato, la cual se presenta ~ 1414
cm™ lo que podria indicar de que en la estructura de los materiales sintetizados puedan
presentar ramificaciones.
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Figura 4.3 Espectro de IR del compuesto de uretano BHEA-MDI relacion NCO/OH 2:1.

Tabla 4. 7 Bandas observadas en IR del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1).

At (em™) Grupo funcional Caracteristicas
Grupo amina unido al fenilo
3405 -NH (grupo uretano)
1597, 815 Confirmacion de grupo
N-H uretano
Sefiales debidas a los alcanos
R’-CH,-R” R, puede ser -CH,,
2928, 1174 -CHy, (4 0mas) CH, provenientes del MDI
1600- 1475 o) C=C debida a la presencia
del grupo aromatico
9976 Sefial debida a los isocianatos
-N=C=0 terminales
1736 C-O-C- Sefal del grupo éster
1471 ) Conflrmacm,n_del grupo
-C=C- aromatico
795 Confirmacién del grupo
C-H aromatico sustituido
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Figura 4.4 Espectro de IR del compuesto BHEA-MDI relacion NCO/OH 1:2.

Tabla 4.8 Bandas observadas en IR del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2).

A (em™) Grupo funcional Caracteristicas
3378 ‘NH Grupo amina unido al fenilo
(grupo uretano)
1534, 817 N-H Confirmacién de grupo
uretano
Sefiales debidas a los
R-CH,-R” alcanos R puede ser -CH,
2956, 1074 -CHy, (4 omas) CH, provenientes del MDI
@ -C=C- debidaala
1600 presencia del grupo
aromatico
1741 -C-0-C- Sefial del grupo éster
~1440-1400 OH Confirmacién del grupo
hidroxilo
Confirmacién del grupo
817,764 C-H aromatico sustituido
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Figura 4.5 Espectro de IR del compuesto BHET-MDI relacion NCO/OH 2:1.

Tabla 4.9 Bandas observadas en IR del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1).

At (em™) Grupo funcional Caracteristicas
3299 Grupo amina unido al fenilo
f-NH (grupo uretano)
1596, 812 Confirmacién de grupo
N-H uretano
Sefiales debidas a los
2907, 1117 R’-CH,- R alcanos R puede ser —CH; o

provenientes del MDI

3027,1600- 1475

C=C debida a la presencia
de grupos aromaticos

2214 -N=C=0 iscnscsig?IL?(fsb;S?rr?irllz?es
Confirmacién del grupo

1410 C=C- aromatico
Confirmacién del grupo

796 C-H aromatico sustituido
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Figura 4.6 Espectro de IR del compuesto BHET-MDI relacion NCO/OH 1:2.

Tabla 4.10 Bandas observadas en IR del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2).

AT (cm™) Grupo funcional Caracteristicas
Grupo amina unido al
3406 f-NH fenilo (grupo uretano)
Enlaces C-H de grupos
2905 CH, lineales
Seriales debidas al
2274 -N=C=0 isocianato (residual)
Grupo carbonilo debido al
1718 -C=0 éster presente
Confirmacién del grupo
1124 -C-O-C- éster
Enlaces C=C del grupo
~1600- ~1400 O aromatico
Confirmacion de grupo
1411 -OH OH terminal
1262 C-O Debida al grupo OH
terminal
725 C-H Confirmacién del grupo

aromatico sustituido
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En los espectros correspondientes a los compuestos sintetizados con una relacion NCO/
OH 2:1 se observa claramente la sefial perteneciente al grupo funcional isocianato
terminal, y en el caso de los compuestos sintetizados con una relacion NCO/OH 1:2;
Unicamente para el compuesto BHET con MDI se observa una sefial tenue debida al
isocianato residual de la reaccion de policondensacion, el cual no pudo reaccionar por
completo con el BHET.

Para el caso de los compuestos sintetizados con una relacion NCO/OH 1:2 se observa que
el grupo OH aparece como grupo terminal, dicho grupo se confirmé con las bandas que
aparecen en la regién de 1200 - 1000 cm™, sin embargo, es dificil observar en la region
de 3400 - 3300 cm™ la presencia de los hidroxilos ya que también estan presentes los
grupos uretano los cuales aparecen en la misma region de 1™

Por otro lado, las posibles reacciones secundarias de las aminas, subproducto cuando hay
un exceso de isocianato, deberian formar el grupo urea (-NH-CO-NH-), el cual, tiene
sefiales parcialmente encimadas con las pertenecientes al grupo uretano, pero existe un
desplazamiento del grupo carbonilo de la urea, que tendria que observarse en el intervalo
de los 1650 a los 1670 cm™. Esta sefial se puede observar en los espectros
correspondientes a los uretanos con relacion NCO/OH 2:1, sin embargo, no se observa en
el compuesto de BHET con MDI relacion NCO/OH 1:2 el cual presentd isocianato
residual, lo cual puede deberse a que quiza sea mas débil la sefial respecto a la sefial del
carbonilo del grupo uretano.

En la regién de los ~ 1400 cm™ aparece la sefial correspondiente al isocianurato, la cual
estd presente en los compuestos sintetizados con BHET- MDI, sin embargo, es una sefial
tenue que quiza corresponda a la confirmacion de los C=C provenientes del anillo
aromatico del DMT o del MDI.

La caracterizacion mediante espectroscopia de infrarrojo de los materiales antes de
someterlos a degradar brindd informacién muy valiosa respecto a los grupos presentes en
los materiales, ya que se espera que se modifiquen los espectros debido al efecto de la
hidrélisis tanto enziméatica como no enzimatica sobre algunos grupos funcionales en
particular.

4.3.3 Caracterizacion mediante técnicas de analisis térmico.
4.3.3.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Los materiales sintetizados fueron caracterizados mediante la técnica de calorimetria
diferencial de barrido modulada (MDSC de sus siglas en inglés Modules Diferencial
Scanning Calorimetry), dichos analisis fueron realizados en el laboratorio de
Caracterizacion Termica, E-11, del Instituto de Investigaciones en Materiales UNAM
C.U, con el equipo Q100 TA Instruments. Se llevd a cabo mediante el calentamiento en
un intervalo de temperaturas de -50 a 200°C con una velocidad de calentamiento de 10
grados.min™ utilizando un flujo de nitrégeno de 50 mL.min™. EIl tratamiento de datos se
realizd mediante el software “Universal Analysis 2000” con el que se determiné el valor de la
temperatura de transicion vitrea (Tg), de fusion (Tm) y el AHs.
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Los termogramas obtenidos de las muestras se presentan a continuacion:
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Figura 4.7 Termograma mediante DSC del compuesto BHEA-MDI NCO/OH 2:1.

En el termograma correspondiente al compuesto BHEA-MDI NCO/OH 2:1, figura 4.7, se
observan transiciones las cuales corresponden a la temperatura de transicion vitrea (Tg)
asi como de temperatura de fusion (Tm); la Tg es una transicion que se manifiesta
Unicamente en la region amorfa, y la Tm es una transicién que se manifiesta en la region
cristalina. Los materiales poliméricos semicristalinos presentan siempre una porcion
amorfa que va desde el 40 al 70%. Es importante ver que en este termograma se ven
ambas transiciones por lo tanto tenemos en dicho material las dos regiones: cristalina y
amorfa, donde la porcion amorfa solo experimenta la transicion vitrea, en este caso el
valor de Tg es de 40.5°C y la porcion cristalina s6lo experimenta la fusién (Tm = 56.5°C),
es decir, las cadenas que se funden no son las mismas cadenas que experimentan

transicion vitrea.

Finalmente observamos una transicion cuyo valor maximo es de 161.6°C y esto se debe al
posible entrecruzamiento (cross-linking) debido al exceso de isocianato empleado para la
sintesis de dicho material.
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Figura 4.8 Termograma mediante DSC del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2)

En el termograma correspondiente al compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2), figura 4.8,
se observa Unicamente la transicion vitrea cuyo valor de Tg es de 6.5°C, lo que indica que
el material esta constituido solo por regiones amorfas, ademas, comparando el valor de Tg
del caso anterior con este material, observamos que es mucho menor, lo cual indica que es
mas “flexible” ya que el valor de Tg depende de la facilidad con que se muevan las
cadenas en un material. Una cadena polimérica que pueda movilizarse facilmente tendra
un valor de Tg muy bajo, por lo tanto, cuanto mas facilmente pueda moverse menor calor
tendré que suministrar el equipo de DSC durante su analisis.
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Figura 4.9 Termograma mediante DSC del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1).
En la figura 4.9, termograma del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1), se observan, al
igual que en el primer termograma (figura 4.8), dos transiciones; correspondientes a la

transicion vitrea, cuyo valor de Tg es 60.7°C, y a la fusion, cuyo valor de Tmes 111.3°C,
con un porcentaje alto de cristalinidad.
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Este porcentaje de cristalinidad se debe a la presencia de los grupos éster los cuales son
polares, asi como también por la presencia de los grupos fenilo, los cuales se “apilan” y
empaquetan para formar redes cristalinas. Por lo tanto, tenemos en este material ambas
regiones: amorfa y cristalina, observandose que ambos valores de temperaturas son
mayores que en el caso del material sintetizado a partir de BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) lo
que indica, que este material es menos “flexible”, comparado con los anteriores y este
factor es importante a considerar durante las pruebas de biodegradacion, ya que materiales
con altos valores de Tg serdn menos susceptibles a la hidrélisis enzimética. Por otro lado,
vemos otra transicion cuya temperatura maxima es de 169.1°C y se debe al posible
entrecruzamiento al estar en exceso el diisocianato ya que se aumenta la probabilidad de
que los grupos NCO del diisocianato reaccionen entre si.
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Figura 4.10 Termograma mediante DSC del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2).

En la figura 4.10 se observa Unicamente la transicion vitrea cuyo valor de Tg es de 14.5°C,
siendo mayor comparada con el segundo material (figura 4.8), por lo que podria
suponerse que sera menos “flexible” y por lo tanto serd menos susceptible a ser
biodegradado ya que el ataque enzimatico estard impedido debido al menor movimiento
de las cadenas del material.

De los analisis realizados por DSC podemos citar lo siguiente:

La diferencia entre los valores de Tg obtenidos para cada compuesto de uretano (ver tabla
4.11), se puede deber principalmente a los siguientes factores: A) Cristalinidad, para el
caso de un material polimérico semicristalino, tendra un valor mayor de Tg
(correspondiente a la region amorfa), comparado con el mismo material pero
exclusivamente amorfo. ®® Para el caso de los compuestos BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) y
BHET-MDI (NCO/OH 2:1) presentaron los valores més altos de Tg, lo cual pudo deberse
a la presencia de la region cristalina cuyas temperaturas de cristalinidad (Tc) registradas
fueron 48.9°C y 94.3°C respectivamente. B) Entrecruzamiento, el valor de Tg en los
compuestos que presentan una estructura molecular entrecruzada es mayor en
comparacion con materiales de estructura similar pero sin estar entrecruzados. ©°
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Para el caso de los compuestos BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) y BHET-MDI (NCO/OH 2:1)
se emple6 una mayor cantidad del diisocianato MDI, siendo este hecho un posible factor
para promover estructuras entrecruzadas, observandose valores de Tg mayores
comparados con los materiales sintetizados a partir de la relacion NCO/OH 1:2. Las
temperaturas de transicion debido al posible entrecruzamiento fueron 161.6°C para el
compuesto BHEA-MDI (NCO70H 2:1) y 169.1°C para el compuesto BHET-MDI
(NCO/OH 2:1).

Tabla 4.11 Susceptibilidad a la biodegradacion con respecto a la temperatura de
transicion vitrea.

o Susceptibilidad a la
Compuesto Tg (°C) biodepgradacién @)
BHEA-MDI (NCO/OH 1:2) 6.5 >>>>
BHET-MDI (NCO/OH 1:2) 145 >>>
BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) 40.5 >>
BHET-MDI (NCO/OH 2:1) 60.7 >

(a) Cada simbolo > representa el grado de susceptibilidad a ser brodegradado.

2. Uno de los factores que afectan a la hidrdlisis enzimatica es el valor de la temperatura
de transicién vitrea, entre menor sea su valor, serd mas flexible la cadena; y por
consiguiente sera mas susceptible a la biodegradacion. En la Tabla 4.11 se puede suponer
el posible orden de susceptibilidad a la degradacion de los compuestos con base a los
valores de la temperatura de transicion vitrea obtenidos.

3. Otro factor que afecta a la hidrolisis tanto enziméatica como quimica, debida al agua, es
la cristalinidad del material, ya que la penetracion de agua o de la enzima hacia el interior
del material es mayor en la region amorfa, mientras que en materiales semicristalinos esta
maés limitada la accesibilidad de moléculas de agua o enzima, por lo tanto, los materiales
semicristalinos, los cuales tienen temperatura de fusion (Tm), se biodegradan en mayor
tiempo que los amorfos, en la tabla 4.12 se presenta el posible orden de susceptibilidad a
la degradacion con base al valor de la temperatura de fusion.

Tabla 4.12 Susceptibilidad a la biodegradacion con respecto a la temperatura de fusion.

Compuesto Tm(C) | AH¢(@@.gH® ngcaee%t;l;g ;C(I:?g na( aIJa
BHEA-MDI (NCO/OH 1:2) * * >>>>
BHET-MDI (NCO/OH 1:2) * * >>>>
BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) 56.5 -1.7 >>
BHET-MDI (NCO/OH 2:1) 111.3 -4.8 >

" Compuestos amorfos no tienen temperatura de fusion.
(a) Cada simbolo > representa el grado de susceptibilidad a ser biodegradado.
(b) AH¢, Entalpia de fusién, es un proceso endotérmico por lo que es representado con valores negativos. El porcentaje de

cristalinidad puede ser estimado mediante el cociente entre (AH fysisn - AH cristaiizacion) Y €l valor tedrico de la entalpia del material 100%
cristalino, AHp.
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4.3.3.2 Anélisis termogravimeétrico (TGA).

El analisis termogravimétrico de las muestras sintetizadas se realizo en el laboratorio de
Caracterizacion Térmica E-11, del Instituto de Investigaciones en Materiales UNAM C.U,
con el equipo Q 600 TA Instruments. Se empled una atmdsfera de nitrégeno a un flujo
de 40 mL. min™, una velocidad de calentamiento de 20 grados. min™ y un intervalo de
temperatura de 20 a 800°C. El tratamiento de datos se realizd6 mediante el software
“Universal Analysis 2000” con el que se determind el porcentaje de pérdida de peso para cada
una de las muestras. Los termogramas obtenidos se presentan a continuacion:

Pe=zo (%2

Temperatura (°C)

Figura 4.11 Termograma mediante TGA del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1).

En el termograma de la figura 4.11 se observa la degradacion térmica del material BHEA-
MDI (NCO/OH 2:1), donde la pérdida de peso es de aproximadamente del 30% a partir
de ~240°C, dicha pérdida se relaciona con la ruptura de enlaces débiles principalmente en
la estructura del material. Se observa otra pérdida de peso a partir de ~ 400°C, debido
probablemente a una serie de reacciones propias del sistema del grupo uretano presente,
(formacidn de urea), dicha pérdida de peso es del 40% aproximadamente.

Pazo (32

Temperatura (°C)

Figura 4.12 Termograma mediante TGA del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2).
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En la figura 4.12 correspondiente al termograma del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH
1:2), se observa que no hay pérdida de peso por debajo de ~250°C, a temperatura mayor
comienza la pérdida de peso del 90% vy esto puede deberse a que es un material con
enlaces labiles debido a su composicion quimica, comparandolo con el compuesto
anterior, (Figura 4.11).

Pezo (%)

Temperatura (*C)

Figura 4.13 Termograma mediante TGA del compuesto sintetizado con BHET-MDI
(NCO/OH 2:1).

La figura 4.13 muestra al termograma del material sintetizado por unidades aromaticas
MDI y unidades cicloalifaticas (oligomero de poliéster a partir del tereftalato de dimetilo),
lo cual tiende a producir materiales con una alta rigidez, en funcion del mejor
empaquetamiento entre los segmentos de la estructura del material. Se observa que la
pérdida de peso comienza a partir de 290°C con una pérdida del ~ 20% de peso,
posteriormente se observa una segunda etapa de pérdida de peso a partir de 380°C
debida a un posible ordenamiento en la estructura del material y por consiguiente se
puede considerar quiza la ruptura del enlace éster.

Pezo (32)

Temperatura (*C)

Figura 4.14 Termograma mediante TGA del compuesto sintetizado con BHET-MDI
(NCO/OH 1:2).
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La figura 4.14 nos muestra al termograma del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2). La
pérdida de peso es a partir de 240°C y podria considerarse que se lleva dicha pérdida es de
un 60%, ocurriendo la degradacion en una sola etapa, por lo que podria considerarse que
esta pérdida es debido a las reacciones en el grupo uretano para formarse el grupo urea.

De los andlisis realizados por Termogravimetria (TGA) se tiene lo siguiente:

1.Las muestras a partir de BHEA-MDI y BHET-MDI relacion (NCO/OH 1:2) presentan
una tendencia similar en donde pierden un alto porcentaje de peso > 60% en una sola
etapa, mientras que para el caso de los materiales sintetizados a partir de una relacion
NCO/OH 2:1 presentan pérdida de peso en mas de una etapa y esto se debe posiblemente
a la presencia de enlaces poco labiles y/o a la region cristalina que pude ser del tipo
carbodiimida (~N=C=0~) debida al exceso de isocianato.

2. Esta técnica permite observar las posibles diferencias relacionadas con la pérdida de
peso antes y después de someter los materiales a las pruebas de degradacion.

4.4 Resultados de las pruebas de biodegradacion.

4.4.1 Curvas de crecimiento de la cepa Alicycliphilus sp.

4.4.1.1 Crecimiento bacteriano de la cepa Alicycliphilus sp. en medio minimo sin la
presencia de compuestos de uretano.

Para verificar el crecimiento de la cepa Alicycliphilus sp. sin la presencia de los
compuestos sintetizados, los cuales representan una posible fuente de carbono, se disefid
un experimento en el cual se monitore6 el crecimiento bacteriano Unicamente en presencia
del carbono proveniente del indculo, y asi obtener una curva de crecimiento de dicha
bacteria sin una fuente externa de carbono.

Se prepararon dos matraces de cultivo utilizando uno como control de esterilidad sin
inoculo y el otro con indculo de la cepa implicada en el estudio, en ambos no se adiciond
fuente externa de carbono. Para determinar si existia crecimiento en el numero de
bacterias capaces de formar una colonia, durante el tiempo de observacion se hizo un
conteo en placa en LB al tiempo cero, donde se determind el nimero de bacterias
presentes (microorganismos. mL™), y posteriormente a distintos tiempos hasta no
observar colonias en LB sélido, debido a la muerte bacteriana por ausencia de nutrientes
en el MM. El resultado encontrado durante 24 horas de incubacion fue que posterior a
dicho tiempo ya no se observo la formacion de colonias, lo que demostrd que si existe un
crecimiento bacteriano debido Unicamente al carbono presente del inéculo en el MM.
Estos resultados se muestran en la tabla 4.13 los cuales muestran el valor medio de
microorganismos.mL™ asi como la desviacién estandar de las pruebas realizadas por
triplicado.
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Tabla 4.13 Cuantificacion de los microorganismos. mL™ sin fuente de carbono externa a
distintos tiempos de incubacion.

Tiempo (horas) microorganismos.mL™
(Xxto)

1.58 x 10° + 2.15x 10°

6.95 x 10° £ 2.21 x 10°

12 1.66 x 10" +5.77 x 10°
22 6.50 x 10° + 1.43 x 10°
30 0"

e = 0, Media + Desviacion estandar, n=3)

*No se observan colonias en las tres repeticiones.

Esta prueba permite conocer cudl es el tiempo de supervivencia de la bacteria Gnicamente
debida a los nutrientes en el medio, en éste caso por el carbdn del indculo inicial, aunque
dicho elemento esté en bajas concentraciones. La importancia de estos resultados esté en
la informacion acerca del patron de crecimiento de la cepa bacteriana, ya que el
crecimiento que se observe en las pruebas, podria ser similar o distinto en presencia de
una fuente externa de carbono, proveniente de los materiales sintetizados.

Microorganismos. mL! vs. Tiempo
1.8000E+07

1.6000E+07 aaN

1.4000E+07 / \
1.2000E+07 / \
1.0000E+07 / \
8.0000E+08 /

5.0000E+08 / \‘

4 .0000E+06 / \

2. 0000E+06 «/ \\
0.0000E+00

0 2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 22 24 28 28 30 32
Tiempo (horas)

Figura 4.15 Crecimiento bacteriano de la cepa Alicycliphilus sp. sin presencia de
compuesto de uretano.

microorganismos.mL -1

Mediante la curva presentada en la figura 4.15 se observa que la cepa bacteriana presenta
un maximo de crecimiento alrededor de las 12 horas de incubacion y pasado este tiempo
comienza a decaer el nimero de microorganismos.mL™ presentes en el medio de cultivo.

4.4.1.2 Crecimiento bacteriano de la cepa Alicycliphilus sp. en medio minimo en
presencia de compuestos de uretano.

Con los materiales estériles se realizaron las pruebas de incubacion descritas en la seccién
3.4.3. En la tabla 4.14 se presentan el valor medio de microorganismos.mL™ y desviacion
estandar correspondiente para cada tiempo de incubacion.
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Tabla 4.14 Cuantificacién de microorganismos. mL™ en LB sélido en presencia de compuestos de uretano a distintos tiempos
de incubacion.

Microorganismos. mL™
X+ o0)
Tiempo BHEA-MDI BHEA-MDI BHET-MDI BHET-MDI
(horas) (NCO/OH 2:1) (NCO/OH 1:2) (NCO/OH 2:1) (NCO/OH 1:2)
0 1.64x10° +1.63x10° | 1.24x10° +1.02x10° | 1.54x10°%+1.17 x10° 1.51 x 10° +1.29 x 10°
6 5.90x 10"+ 4.71x 10" | 4.82x10°+4.00x10" | 5.12x 10"+ 3.40 x 10’ 4.21x10"+2.61 x 10’
22 1.64x10% +151x10% | 1.07x10%+8.87x10" | 858 x10"+6.91x 10’ 8.34x10"+6.53 x 10’
44 1.94x10° +1.66x 10" | 1.38x10°+6.11x10° | 6.59 x 108+ 4.13 x 10’ 7.12 x 10% +2.08 x 10’
68 1.70x 108+ 1.24x10° | 3.96 x 108 +1.71 x10% | 1.31 x10%+3.13 x 10’ 2.29x10% +1.22 x 108
166 426x10"+4.00x10" | 6.10x10"+4.90x 10" | 6.23x10"+2.72x 10’ 2.16 x 10" + 7.00 x 10°
190 3.00x10°+1.40x10° | 840x10"+1.18x10° | 1.36x 10%+6.92 x 10’ 1.79 x 10® +8.53 x 10’
214 2.00x10% +9.82x10° | 6.00x 10° +8.48 x10° | 5.60 x 10"+ 7.91 x 10° 6.60 x 10" + 9.33 x 10°

(X+ o0, Media + Desviacion estandar, n=3)

68




RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

El comportamiento de las curvas de crecimiento de cada material sometido a
biodegradacion se presenta en la figura 4.16, las cuales se obtuvieron de los resultados de
los recuentos microbianos a distintos tiempos de incubacion para cada compuesto
sometido a biodegradacion, (pruebas realizadas por triplicado, Media + Desviacion
estandar, n=3).

Microorganismos.mL?! vs. Tiempo
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Figura 4.16 Crecimiento bacteriano de la cepa Alicycliphilus sp. en presencia de
compuestos de uretano a distintos tiempos de incubacion.

En la figura 4.16 se observa un periodo de adaptacion de la cepa al MM y luego un
periodo de maxima actividad que posteriormente decae. El tiempo de adaptacion, de 0 a
22 h, en los cuatro casos podria ser debido al agotamiento de la fuente de carbono inicial,
proveniente del indculo, el cual estaba presente en el medio minimo del cultivo que se
prepard a partir del cultivo inicial, (12 h de incubacién), y por lo tanto, al agotarse dicho
nutriente el metabolismo de las células comienza a adaptarse a los nuevos nutrientes,
compuestos de uretano, adicionados al medio. Dicha observacidn puede confirmarse con
la curva de crecimiento bacteriano sin presencia de compuesto de uretano, es decir el
blanco, en donde el agotamiento de los nutrientes provenientes del medio de cultivo
inicial es a partir de 12 h de incubacion y posterior a esto, las bacterias comienzan a morir.
La tendencia que se observa por igual para los cuatro compuestos de uretano antes de las
12 h de incubacion es similar que el blanco, no hay diferencias significativas en el
crecimiento (p < 0.05), siendo esto un indicativo de que los experimentos realizados
presentan el mismo comportamiento para cada uno de los casos al reproducirse la
tendencia de crecimiento sin compuesto vs. crecimiento con compuesto.
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La fase de crecimiento comienza a partir de las 20 h de incubacion para los cuatro
compuestos de uretanos (Fig. 4.16), presentando un maximo a las 44 h de incubacién. En
este periodo se estdn consumiendo los nutrientes presentes en el medio, dichos nutrientes
podrian ser las moléculas de menor peso molecular obtenidas debido a la hidr6lisis no
enzimatica y/o enzimatica. Haciendo un comparativo de la curva de crecimiento sin
compuesto de uretano vs. las curvas de crecimiento en presencia de compuestos de
uretano, las células bacterianas sobreviven pasadas las 12 h de incubacion en presencia de
dichos compuestos; por lo tanto hay un crecimiento distinto, siendo esto un indicativo de
que las bacterias estan consumiendo probablemente a los productos obtenidos por
degradacion (debido al medio acuoso) y/o biodegradacion (debido a la actividad
enzimatica) de los compuestos de uretano.

Pasado el tiempo de las 44 h se espera observar una fase estacionaria en la cual haya
liberacién y acumulacion de metabolitos producidos por una posible catélisis enzimatica,
por esta razén se tomaron alicuotas a los diferentes tiempos de incubacion. Las curvas de
crecimiento de los cuatro compuestos de uretano no presentan una fase estacionaria
prolongada y la posible razon es que los tiempos propuestos para llevar a cabo el
seguimiento durante dicha fase quiza no fueron los méas adecuados; aunque por otro lado
también se puede considerar la ausencia de una fase estacionaria prolongada debido a un
posible agotamiento rapido de los nutrientes que provienen de la hidrélisis no enzimatica
y/o enzimatica de los compuestos de uretano, los cuales son de bajo peso molecular y de
polidispersidades grandes, considerandolos como posibles fuentes de carbono que estan
en baja concentracion. Finalmente, se puede observar la fase de muerte en la cual hay una
notable reduccién del nimero de bacterias viables en el medio de cultivo, sin embargo,
para el caso de los compuestos de BHET-MDI a partir de 190 h de incubacion hay un
pequerfio incremento de bacterias, no es el mismo caso para los compuestos con BHEA-
MDI, dicho incremento puede deberse a células que quizd se estan adaptando a los
posibles residuos de material, dichos “residuos” podrian ser las regiones cristalinas o
redes, debidas al tipo de estructura quimica de dichos materiales, estas regiones en un
principio son dificiles de ser degradadas por las enzimas debido a su poca flexibilidad en
la cadena, sin embargo, con la ayuda de la hidroélisis, debida al medio acuoso, permite que
penetren las moléculas de agua y poco a poco estas regiones pueden incrementar su
volumen libre y asi ser atacadas por las enzimas para poder ser degradadas.

Los compuestos sometidos a biodegradacion presentan algunas diferencias significativas
(p < 0.05) para ciertos tiempos de incubacién a partir de las 44 h, dichas diferencias
podrian deberse a lo siguiente:

1. Los compuestos de BHEA-MDI presentan valores de pesos moleculares menores y
de polidispersidad mayor comparados con los compuestos de BHET-MDI, lo cual,
tiene un efecto en el grado de biodegradacion, la cual, incrementa conforme el peso
molecular decrece; ya que los materiales de bajo peso molecular son mas hidrofilicos
debido a su alto porcentaje de grupos terminales hidrofilicos y dicha hidrofilicidad
permite una penetracion mayor de agua hacia el interior del material acelerando la
biodegradacion, por esa razon, se puede observar que los materiales sintetizados a
partir de BHEA-MDI presentan ligeramente un maximo mayor de crecimiento al
tiempo de las 44 horas que los compuestos de BHET-MDI.
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2. Es muy importante considerar las caracteristicas quimicas de los materiales
sometidos a la biodegradacién. EI compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) presenta
un punto de fusion bajo (56.5 °C) comparado con el compuesto BHET-MDI
(NCO/OH 2:1) el cual tiene un mayor punto de fusion (111.3 °C), siendo mas
susceptible a la catalisis enzimatica el material que tiene menor punto de fusion, ya
que la temperatura de fusion esté relacionada con la temperatura de cristalizacion (Tc):
Td T = C/ (C+1), y la temperatura de transicion vitrea (Tg) ©®, (ver seccion 1.5, Ec.1
y Ec.2), mostrandose por lo tanto un mayor crecimiento bacteriano para BHEA-MDI
(NCO/OH 2:1) en comparacion con el compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1). La
naturaleza semicristalina de los materiales BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) y BHET-MDI
(NCO/OH 2:1), es otro factor a considerar en las tendencias de las curvas de
crecimiento, sin embargo, es muy sutil la influencia de ésta, ya que se hubiera
esperado que los materiales amorfos (BHEA-MDI y BHET NCO/OH 1:2), se
degradaran en menor tiempo, pero para los cuatro casos el valor maximo de
crecimiento es a las 44 horas de incubacion y pasado este tiempo decrece con una
tendencia similar, siendo ligeramente menor el nimero de muerte celular para los
semicristalinos, ya que la degradacion en materiales semicristalinos ocurre primero en
la region amorfa y posteriormente en la red cristalina, por lo tanto, la hidrolisis
enzimatica sera mas lenta que en la region amorfa.

3. El valor de la temperatura de transicién vitrea (Tg), debida a la presencia de la
region amorfa del material, refleja la movilidad de la cadena y esto determina la
facilidad con la que puede penetrar la enzima o las moléculas del agua mediante
difusion, asi que para el caso de los materiales que presentaron valores bajos de Tg los
cuales son los compuestos BHEA-MDI y BHET-MDI con relacion NCO/OH 1:2
poseen mayor movilidad para poder conformarse de tal forma que la hidrdlisis
quimica o enzimatica sea mas rapida, sin embargo, no se observo un crecimiento
bacteriano mucho mayor para dichos compuestos comparado con los compuestos con
altos valores de Tg. A pesar de no haber observado claras diferencias de crecimiento
bacteriano con base a lo mencionado anteriormente, es importante considerar la
posible influencia de los factores como: peso molecular, orientacion de las cadenas,
volumen libre, y entrecruzamiento de los cuales puede depender la posible
degradacion y/o biodegradacién del material. ©”
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T=0hr T=12hr T=22hr

T=68hr T=166hr T=190hr T=214hr

Figura 4.17 Iméagenes de cajas petri con LB soélido para la cuenta en placa del compuesto
BHEA-MDI (NCO/OH 1:2) a diferentes tiempos de incubacion.

4.4.2 Andlisis de los compuestos de uretano al término del tiempo de incubacion.

Una vez finalizado el tiempo de incubacién (214 h), se filtré cada uno de los compuestos
sintetizados presentes en el medio minimo, para ser caracterizados mediante las técnicas
de IR, TGA, DSC y GPC, y asi comparar los resultados obtenidos antes y después de
someterlos a hidrolisis enzimatica y no enzimatica.

4.4.2.1 Andlisis mediante IR.

Una vez que se concluyo el tiempo propuesto de incubacion de los materiales (214 h), se
filtr6 el medio de cultivo y el sélido obtenido se lavo y sec6 a vacio durante 48hr. Pasado
este tiempo, se procedio a caracterizar el material sélido que fue incubado en presencia de
la cepa bacteriana, asi como el material que fue incubado en medio minimo sin cepa
bacteriana, obteniendo los siguientes espectros:
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Figura 4.18 Espectros de IR del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) al término del
tiempo de incubacion.

En la figura 4.18 se presentan los espectros de IR del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH
2:1) correspondientes a los tres casos siguientes: A, compuesto antes de ser degradado, B,
compuesto en MM + cepa bacteriana, C, compuesto en MM sin cepa bacteriana. Se
observa en el espectro correspondiente al compuesto sin degradar la banda
correspondiente al grupo isocianato en la regién de ~ 2200 cm™, la cual, no aparece en los
espectros B y C debido a la hidrdlisis de dicho grupo por la presencia del agua en el
medio. En la regién de ~ 3500 cm™ y ~ 3400 cm™, se observa que para el caso del
material sometido a la bacteria, espectro B, presenta una sefial pronunciada, lo cual podria
deberse a la presencia de grupos OH de posibles compuestos que se pudieron formar
durante la biodegradacién, asi como también se podria considerar la presencia del enlace
N-H proveniente de la amida que pudo formarse como producto de hidrélisis del grupo
uretano y /o isocianato.

Para el caso de la banda correspondiente al enlace C=O en la regién de ~ 1700 cm™
proveniente del grupo éster, se puede observar, un disminucién en la intensidad de dicha
sefial para el caso correspondiente al material sometido a biodegradacion, espectro B, sin
embargo, para el caso del material sometido Unicamente a hidrdlisis quimica, espectro C,
la sefial en esta region presenta dos sefiales; posiblemente debido a la presencia de
distintos compuestos con enlaces C=0.
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A= Compuesto antes de degradar, B= Compuesto en MM + cepa bacteriana, C= Compuesto Unicamente en MM sin cepa bacteriana.

Figura 4.19 Espectros de IR del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2) al término del
tiempo de incubacién.

En la figura 4.19 se presentan los espectros de IR del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH
1:2) correspondientes a los tres casos siguientes: A, compuesto antes de ser degradado, B,
compuesto en MM + cepa bacteriana, C, compuesto en MM sin cepa bacteriana. Se
pueden observar las diferencias correspondientes en las regiones de ~ 3500-3400 cm™ y ~
1700 cm™ siendo para la primera regién una variacion en la sefial debida a la posible
formacion del enlace N-H presente en un posible compuesto formado con el grupo amida
siendo mas intensa la sefial en el espectro B. Para el caso de la segunda region
mencionada se observa una disminucion de intensidad de la banda correspondiente al
grupo C=0 en el espectro B, también se puede observar una diferencia entre el espectro A
y B en la region de ~ 1100 cm™, correspondiente a enlaces C-H, debido a la posible
formacién de compuestos con cadenas cortas como alcoholes.
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A= Compuesto antes de degradar, B= Compuesto en MM + cepa bacteriana, C= Compuesto Unicamente en MM sin cepa bacteriana.

Figura 4.20 Espectros de IR del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1) al término del
tiempo de incubacién.

En la figura 4.20 se presentan los espectros de IR del compuesto BHET-MDI (NCO/OH
2:1) correspondientes a los tres casos siguientes: A, compuesto antes de ser degradado, B,
compuesto en MM + cepa bacteriana, C, compuesto en MM sin cepa bacteriana. En el
espectro A en la regién de ~ 2200 cm™ aparece la sefial correspondiente al grupo
isocianato, para los espectros B y C dicha sefial desaparece debido a la hidrolisis quimica
del grupo. Por otro lado en los espectros B y C, la regién de ~ 1700 cm™ correspondiente
al enlace C=0 tuvo un desplazamiento a una mayor longitud de onda en comparacion con
el espectro del compuesto sin biodegradar, sin embargo, la banda del grupo éster aun esta
presente después de llevar a cabo las pruebas de degradacion con y sin bacteria.
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A= Compuesto antes de degradar B= Compuesto en MM + cepa bacteriana C= Compuesto Unicamente en MM sin cepa bacteriana

Figura 4.21 Espectros de IR del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2) al término del
tiempo de incubacién.

En la figura 4.21 se presentan los espectros de IR del compuesto BHET-MDI (NCO/OH
1:2) correspondientes a los tres casos siguientes: A, compuesto antes de ser degradado, B,
compuesto en MM + cepa bacteriana a hidrélisis enzimatica; C, compuesto en MM sin
cepa bacteriana. En los espectros B y C se observa una diferencia en la region de ~ 3400
cm™ siendo menos intensa la sefial en ambos casos en comparacién con el espectro A. Por
otro lado la regién de ~1700 cm™ correspondiente al enlace C=O aun esta presente
después de llevar a cabo las pruebas de degradacion con vy sin bacteria.

4.4.2.2 Anélisis mediante DSC.

Los termogramas obtenidos mediante la tecnica de DSC de los compuestos de uretano al
término del tiempo de incubacion se muestran en el apéndice B. No fue posible
determinar los valores de temperatura de transicion vitrea, temperatura de fusion y/o
cristalizacion tanto para los materiales que fueron sometidos a hidrélisis enzimatica (MM
+ cepa bacteriana), como los materiales sometidos unicamente a hidroélisis quimica (MM
sin cepa bacteriana), ya que no se observan transiciones claramente definidas en los
termogramas.
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4.4.2.3 Andlisis mediante TGA.

Los termogramas obtenidos al término del tiempo de incubacién se presentan a
continuacion:

Pezo (%2)

Temperatura (*C)

Figura 4.22 Analisis mediante TGA del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1). B

Compuesto sin incubar,§ Compuesto incubado en MM sin cepa bacteriana, ] Compuesto
incubado en MM + cepa bacteriana.

204

Pezo (%)

20+

T g T ™ v T T
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Temperatura (°C)

Figura 4.23 Analisis mediante TGA del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2). B

Compuesto sin incubar,j Compuesto incubado en MM sin cepa bacteriana, ] Compuesto
incubado en MM + cepa bacteriana.
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Pezo (%2)

ag—

Temperatura (“C)

Figura 4.24 Anélisis mediante TGA del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1). B

Compuesto sin incubar,§ Compuesto incubado en MM sin cepa bacteriana, [§ Compuesto
incubado en MM + cepa bacteriana.

Peso (%)

oa =o Sm am ~m =mo fma k-1

Temperatura (*C)
Figura 4.25 Anélisis mediante TGA del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2). B

Compuesto sin incubar, [ Compuesto incubado en MM sin cepa bacteriana ] Compuesto
incubado en MM + cepa bacteriana.

Con base a los resultados obtenidos mediante TGA de los cuatro compuestos de uretano
se observa lo siguiente:
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1. Los compuestos incubados en MM + cepa bacteriana () vs. los compuestos incubados
unicamente en MM sin cepa bacteriana (), presentan un comportamiento similar en
cuanto a la pérdida de peso con respecto a la temperatura. Sin embargo, se estimaba una
diferencia marcada entre ellos, esperando que los termogramas correspondientes a los
compuestos incubados con la bacteria mostraran pérdida de peso a menor temperatura (<
250°C).

2. Los termogramas correspondientes a los cuatro compuestos de uretano incubados en
MM + cepa bacteriana (Jf) vs. los termogramas correspondientes a los compuestos sin
incubar (), presentan una diferencia de temperatura en promedio de 50°C menos durante
la descomposicion de los materiales.

3. Mediante la comparacion de los termogramas obtenidos antes y después de las pruebas
de degradacion se puede estimar que hubo cambios en todos los compuestos incubados,
tanto los inoculados con cepa como los no inoculados, ya que se requirié suministrar
menor temperatura, a partir de los ~ 250°C, para alcanzar su descomposicion.

4.4.2.4 Andlisis del peso molecular promedio mediante GPC.

Una vez concluido el tiempo de incubacién de cada uno de los materiales en medio
minimo, en presencia y ausencia de la cepa bacteriana, se filtraron y se llevaron a
sequedad para realizar el andlisis de sus pesos moleculares mediante cromatografia de
permeacion en gel (GPC). Estos fueron disueltos en DMSO y se aforé cada una de las
disoluciones con THF hasta 10 mL para obtener la concentracion deseada de 1000 mg. L
! La tabla 4.15 muestra los resultados obtenidos a partir de la curva de calibracion,
realizada con estandares de poliestireno de distintos pesos moleculares que van del rango
de 162 a 21,000 Da. Ver apéndice D.

En la tabla 4.15 se observan los valores de Mw (X = 6) y Mw/Mn (X £+ ) obtenidos de
las tres réplicas experimentales de degradacion; antes y después del tiempo de incubacién
de cada uno de los materiales. Dichos resultados, muestran que no existen diferencias
significativas (p < 0.05) entre los resultados obtenidos de las pruebas de degradacion en
MM + cepa bacteriana vs. los valores obtenidos antes de dichas pruebas (material sin
incubar) para los compuestos BHET- MDI NCO/OH 1:2 y 2:1 asi como para el material
BHEA-MDI NCO/OH 2:1. Para el caso de los valores obtenidos de Mw (X = ©) a partir de
las pruebas en MM sin bacteria vs. material con bacteria se observa que los compuestos
BHEA-MDI (NCO/OH 2:1), BHET-MDI (NCO/OH 1:2) y BHET-MDI (NCO/OH 2:1)
no presentaron diferencias significativas (p < 0.05), sin embargo, para el compuesto
BHEA-MDI (NCO/OH 1:2) si hay diferencia significativa entre los valores obtenidos
antes de ser incubado y después de ser incubado sin cepa bacteriana. Por consiguiente
para este compuesto en particular se podria decir que hay degradacion debida
principalmente al medio de incubacién (MM), ya que presenta grupos hidrolizables en
medio acuoso; siendo el isocianato el grupo mas susceptible a la hidrdlisis.
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Tabla 4.15 Andlisis mediante GPC de los pesos moleculares de los compuestos de uretano al inicio y término del tiempo de

incubacion.
Mw (Da)
X+o Mw/Mn
Compuesto
de uretano sin
sin incubar Con cepa sin cepa . Concepa | sincepa
incubar
BHEA-MDI
(NCO/OH | 1.11x10%+ 3.09 x 10" | 1.10 x 10°+ 5.41 x10* | 1.02x 10°+ 5.67 x10' | 3.5+ 0.78 [ 2.8+0.93 | 3.1+ 0.61
2:1)
BHEA-MDI
(NCO/OH | 0.87 x10°+ 1.27 x 10" | 0.83 x 10°+3.80 x10* | 0.72x10°+4.71x 10" | 2.8+0.89 | 1.2+ 0.38 | 1.5+0.24
1:2)
BHET-MDI
(NCO/OH | 1.44x10°+3.02x 10" | 1.59x 10°+5.60 x 10" | 1.38x 10°+5.94x 10" | 1.8+0.43 | 3.1+0.29 | 2.0+ 0.26
2:1)
BHET-MDI
(NCO/OH | 1.28x10°+2.28 x 10* | 1.31x 10°+3.36 x 10* | 1.24x10°+2.38x 10" | 1.2+0.43 | 1.8+0.24 | 3.5+ 0.49
1:2)

(X + 0, Media = Desviacion estandar, n=3)
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4.4.3 ldentificacion de los productos de biodegradacion.

4.4.3.1 Andlisis del medio de incubacion mediante GC-MS a distintos tiempos de
incubacién.

El analisis y cuantificacion de los productos liberados hacia el medio de incubacion,
provee informacion acerca del posible modo de accion de la enzima en el material
permitiendo deducir cuales son los enlaces mas susceptibles del compuesto durante la
biodegradacion. La técnica de GC-MS ha sido empleada en el aislamiento e identificacion
de los posibles productos de biodegradaciéon. Se tomaron alicuotas de los cultivos a
diferentes tiempos de incubacion, las cuales se extrajeron y analizaron mediante la técnica
descrita en la seccion 3.4.5.1 y 3.4.5.2. A continuacion se presentan los cromatogramas
correspondientes a las alicuotas tomadas a determinado tiempo de incubacion (> 20 h, ya
que en los cromatogramas correspondientes tanto para los estudios realizados con y sin
cepa bacteriana a un menor tiempo de incubacion no se observaron picos), los espectros
de masas de dichos analisis se presentan en el apéndice C:
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Figura 4.26 Cromatograma mediante GC-MS de la alicuota extraida del MM a las 22 h
de incubacion del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2) en MM sin cepa bacteriana.
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Figura 4.27 Cromatograma de la alicuota extraida del MM a las 22 h del compuesto
BHEA-MDI (NCO/OH 1:2) incubado en MM + cepa bacteriana.

Haciendo una comparacion del cromatograma obtenido del compuesto BHEA-MDI
(NCO/OH 1:2) en MM sin cepa vs. compuesto en MM + cepa bacteriana a las 22 horas de
incubacion, se puede observa que en la figura 4.26, el pico correspondiente al tiempo de
retencion de 5.5 minutos quizé corresponda al producto obtenido de la hidrolisis del grupo
éster terminal, generando un acido de bajo peso molecular (146 g. mol™, ver apéndice C).
El pico correspondiente al tiempo de retencion de ~~ 35 minutos para ambos
cromatogramas se debe a la presencia de un compuesto cuyo peso molecular es de 374 g.
mol™. El pico correspondiente al tiempo 29.8 minutos presente en la figura 4.27
corresponde a un compuesto de 286 g. mol™ el cual pudo haberse obtenido debido a la
posible hidrdlisis del grupo uretano en presencia de la cepa a pesar de que se detecto
Gnicamente actividad tipo esterasa. ™

Dichos cromatogramas permiten determinar cual es la influencia del medio acuoso en la
hidrolisis del compuesto de uretano. Al presentar el compuesto segmentos “blandos”, los
cuales son hidrofilicos, pudieron haber sido hidrolizados a partir de cierto tiempo de
incubacidn por accion del medio acuoso, el cual pudo haberse acidificado, a pesar de que
se iniciaron las pruebas de degradacion a pH = 7, habiéndose modificado dicho pH
después de cierto tiempo con la posible presencia o liberacion de &cidos carboxilicos de
bajo peso molecular hacia el medio. %
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Mediante los analisis GC-MS de la alicuota obtenida a las 22 horas de incubacién en
presencia de la cepa bacteriana y sin cepa bacteriana, se propusieron las posibles

estructuras descritas en la tabla 4.16, lo cual

permitio a su vez, proponer un posible

mecanismo de hidrdlisis ya sea por accién enzimatica y/o quimica durante las pruebas de
biodegradacion del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2), figura 4.28.

Tabla 4.16 Estructuras quimicas propuestas para los posibles productos aislados de las
pruebas de biodegradacién del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2).

Peso molecular

(g. mol) Estructura quimica

(0]

146 oH
HO
(@]
O O
A OO
H H

H H

374 HONOT““T"wOH
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Figura 4.28 Mecanismo propuesto de degradacion del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH
1:2).
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Figura 4.29 Cromatograma de la alicuota extraida del MM a las 22 h del compuesto
BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) incubado en MM + cepa bacteriana.
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Figura 4.30 Cromatograma de la alicuota extraida del MM a las 22 h del compuesto
BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) incubado en MM sin cepa bacteriana.
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Mediante una comparacion del cromatograma obtenido de la alicuota del compuesto
BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) en MM sin cepa vs. la alicuota del compuesto en MM + cepa
bacteriana, se puede observa que en las figuras 4.29 y 4.30, el pico correspondiente al
tiempo de retencion de 5.4 minutos corresponde al metabolito de peso molecular de 146 g.
mol™ obtenido quiza de la hidrélisis quimica y enzimatica ya que aparece en mayor
abundancia para el caso del estudio en presencia de la cepa. El pico correspondiente al
tiempo de retencion de ~ 29.9 minutos para ambos cromatogramas se debe a la presencia
de un compuesto cuyo peso molecular es de 286 g.mol™. El pico correspondiente al
tiempo de retencion de 40.2 minutos corresponde a un compuesto de peso molecular de
400 g. mol™. En la figura 40.30 aparece un tercer pico a los 42.8 minutos de retencion el
cual corresponde a un compuesto de peso molecular de 413 g. mol™.

Con base a los cromatogramas obtenidos a las 22 horas de incubacion: figura 4.29 y 4.30,
se propusieron las estructuras descritas en la tabla 4.17, lo cual permitié a su vez,
proponer un posible mecanismo de hidrdlisis ya sea por accion enzimatica y/o quimica
(Fig. 4.31) durante las pruebas de biodegradacién del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH
2:1).

Tabla 4.17 Estructuras quimicas propuestas para los posibles productos aislados de las
pruebas de biodegradacion del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1).

Peso molecular

(9. mol'l) Estructura quimica

OH

146 HO

286 HZNN\H/O\/\OH

OH

100 RS W =

414 HZNTJKO/\/"\’(\/\J\OH
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Figura 4.31 Mecanismo propuesto de degradacién del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH
2:1).
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Figura 40.32 Cromatograma de la alicuota extraida del MM a las 44 h del compuesto
BHET-MDI (NCO/OH 2:1) incubado en MM + cepa bacteriana.
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Figura 40.33 Cromatograma de la alicuota extraida del MM a las 44 h del compuesto
BHET-MDI (NCO/OH 2:1) incubado en MM sin cepa bacteriana.
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Los cromatogramas correspondientes a las figuras 4.32 y 4.33 muestran las diferencias
con respecto al tipo de tratamiento para el compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1), siendo
que para el caso del tratamiento con cepa bacteriana (Fig. 4.32) se observa un pico a los
39.5 minutos el cual corresponde a un compuesto de peso molecular de 464 g. mol™, el
cual, no estd presente en el cromatograma obtenido de la alicuota del MM sin cepa
bacteriana (Fig. 4.33) por lo que permite considerar la posible accion enzimatica. El pico
obtenido a los 43.6 minutos, para el caso del tratamiento con bacteria, corresponde a un
producto cuyo peso molecular es 471 g. mol™. Par el caso de la figura 40.33 solo se
observa un solo pico, el peso obtenido mediante MS es de 497 g. mol™.

Con base a los resultados en dichos cromatogramas podemos considerar que no tuvo la
misma influencia el medio acuoso, como fue en los casos correspondientes a los
compuestos BHEA-MDI, en la hidrdlisis del material. Para el caso de la influencia de la
bacteria en la degradacion del material se observa que los pesos correspondientes a 1os
picos en el cromatograma podemos suponer lo siguiente: A) los productos identificados
mediante GC-MS pueden corresponder a segmentos de poliisocianato, ya que durante la
sintesis del compuesto de uretano a biodegradar se empled una relacion de NCO/OH 2:1
habiendo reaccionado los grupos isocianato entre si para formar poliisocianatos, por lo
que es importante considerar que dichos metabolitos obtenidos quiza no son productos
derivados de una hidrolisis enzimética dirigida hacia la matriz del material. B) los
productos obtenidos quiza fueron obtenidos a partir de la hidrélisis del grupo uretano por
accion enzimatica. Al estar presente el anillo aromatico del DMT en los compuestos de
BHET-MDI, éste “protege” de la hidrélisis a los segmentos que contienen al grupo éster y
a su vez, hace que sea electropositivo el carbon del grupo uretano y por lo tanto pueda ser
mas susceptible a la hidrdlisis. No se determinaron las posibles estructuras de los
productos de hidrélisis del material detectados mediante GC-MS.
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Figura 4.34 Cromatograma de la alicuota extraida del MM a las 44 h del compuesto
BHET-MDI (NCO/OH 1:2) incubado en MM + cepa bacteriana.
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Figura 4.35 Cromatograma de la alicuota extraida del MM a las 44 h del compuesto
BHET-MDI (NCO/OH 1:2) incubado en MM sin cepa bacteriana.
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Las figuras 4.34 y 4.35 muestran las diferencias con respecto al tipo de tratamiento para
el compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2), siendo que para el caso del tratamiento con
cepa bacteriana (Fig. 4.34) se observa un pico a los 35.4 minutos, peso molecular de 374
g. mol™. Los picos obtenidos a los ~ 41 minutos, para ambos casos, corresponde a un
metabolito de 434 g. mol™.

Con base a los cromatogramas obtenidos a las 44 horas de incubacion: figura 4.34 y 4.35,
se propusieron las estructuras descritas en la tabla 4.18, lo cual permitié a su vez,
proponer un posible mecanismo de hidrdlisis durante las pruebas de biodegradacion del
compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2).

Tabla 4.18 Estructuras quimicas propuestas para los posibles productos aislados de las
pruebas de biodegradacion del compuesto BHET (NCO/OH 1:2).

Peso molecular

(9. mol'l) Estructura quimica

(@] (@]
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H H
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En la figura 4.36 se presenta el posible mecanismo de hidrélisis del material que pudo
haberse llevado a cabo para la obtencidn de los metabolitos detectados mediante GC-MS.
Se esperaba identificar como posibles metabolitos al monoetilenglicol, MEG, (PM = 62 g.
mol™) y 4,4"-metilendianilina, MDA, (PM= 198 g. mol™), lo cual no fue posible quiza
por estar en bajas concentraciones o simplemente no fueron obtenidos por hidrdlisis
quimica y/o enzimatica.
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La importancia de analizar las alicuotas a distintos tiempos, fue tal que permitid
determinar a los posibles productos obtenidos durante la degradacion de los compuestos
de uretano, tales resultados permiten observar las diferencias entre los compuestos
sintetizados a partir de BHEA-MDI y los compuestos sintetizados a partir de BHET -
MDI por consiguiente: 1. Si existen en el material grupos hidrolizables presentes en
segmentos “blandos”; es baja la probabilidad de que los enlaces del grupo uretano puedan
hidrolizarse preferentemente que los mas hidrolizables, como lo es el grupo éster. 2. Si los
segmentos “blandos” del material no contienen grupos con alto grado de hidrolisis,
productos de diamina pueden obtenerse. 3. Los materiales que presentan segmentos
“duros”, debido a la materia prima tereftalato de dimetilo (DMT), utilizada en la sintesis
de los compuestos BHET-MDI, tienen una estabilidad distinta a los compuestos con
segmentos “blandos”, formados a partir del acido adipico (AAD), dicha diferencia se bebe
principalmente a la presencia de la nube electronica del anillo aroméatico del DMT que
“protege” de la hidrolisis a los segmentos que contienen al grupo éster y a su vez, hace
que sea electropositivo el carbon del grupo uretano y por lo tanto pueda ser mas
susceptible a la hidrolisis.

Con respecto a las diferencias observadas entre los cromatogramas obtenidos a partir de
las alicuotas sin cepa bacteriana vs. cromatogramas obtenidos de alicuotas en presencia
bacteriana se observa que para los compuestos sintetizados a partir de BHEA si tuvo
influencia el medio acuoso en la hidrdlisis de los compuestos ya que se obtuvieron picos
correspondientes a productos de bajo peso molecular por lo que hace suponer que hubo
degradacion del material por hidrdlisis no enzimatica, a pesar de que se partié de un
medio acuoso con buffer de fosfatos para mantener el pH neutro cabe la posibilidad que
pudo haberse acidificado el medio con la presencia grupos carboxilos que pudieron
haberse liberado hacia el medio o por la presencia de materia prima (AAD) que quedo sin
reaccionar durante la sintesis de los compuestos de BHEA-MDI, sin embargo, es
importante considerar que hubo picos que se obtuvieron Unicamente en presencia de la
cepa bacteriana la cual permitié considerar que hubo actividad enzimatica frente al
material.

Por otro lado en los cromatogramas obtenidos de los compuestos de BHEA-MDI antes de
las 22 horas de incubacidn, se esperaba detectar al posible metabolito correspondiente al
alcohol, cuyo peso molecular es de 62 g. mol™,pero no fue posible haciendo suponer que
por ser soluble en el medio acuoso su concentracion no fue posible detectarlo y para el
caso de los estudios en presencia de la cepa quiza fue un nutriente para las bacterias una
vez que se haya agotado su fuente de carbono proveniente del MM.

Para el caso de los compuestos de BHET-MDI también existieron ciertas diferencias entre
los cromatogramas de las alicuotas de los estudios realizados en presencia de cepa vs. los
cromatogramas de las alicuotas sin cepa, observando que la posible influencia del medio
acuoso en el material, fue menor comparada con los casos de los compuestos de BHEA-
MDI. Los grupos éster no fueron hidrolizados en medio acuoso ya que se partio del DMT
el cual al estar constituido por un anillo aromatico protege de la hidrdlisis a los grupos
éster presentes en la seccion; este hecho pudo haber permitido que la enzima actuara
frente a grupos uretano al ser mas electropositivo el carbon del grupo uretano por la
presencia de la nube electronica del anillo aromético permitiendo su posible hidrdlisis.
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Los resultados obtenidos a partir de las alicuotas, tiempos de incubacion de 22 y 44 horas,
tanto para el caso de los experimentos a partir de los materiales incubados en presencia de
la cepa bacteriana como en el caso de los materiales incubados sin cepa bacteriana se
obtuvieron sefiales correspondientes a compuestos de menor peso comparados con los
pesos iniciales, compuestos antes de ser incubados, por lo que se considera que en ambos
casos hubo hidrélisis de los materiales, siendo un factor importante a considerar el tipo de
compuesto a degradar ya que su estructura y composicion quimica estan relacionados con
el grado de degradacién de éste en medio acuoso en presencia 0 ausencia de la cepa
bacteriana. Por esa razon se sintetizaron cuatro compuestos de uretano con distintas
formulaciones con el objeto de elucidar un posible mecanismo de biodegradacion debido
a la cepa bacteriana Alicycliphilus sp., y consecuentemente, poder determinar si las
posibles enzimas que pudieron estar presentes en las pruebas de biodegradacion fueron
reguladas por una produccién enzimatica del tipo constitutivo o inductivo, y en caso de
haberse tratado de un sistema inductivo, ;Cuéles fueron los materiales capaces de inducir
la actividad enzimatica?, sin embargo, es dificil determinar cuales fueron los materiales
capaces de inducir dicha actividad, debido a la influencia que tuvo el medio frente a los
materiales asi como la posible toxicidad de los compuestos de uretano frente a la cepa
bacteriana, ya que quizé se liberaron productos hacia el medio de incubacion que pudieron
ser toxicos para la cepa, considerdndolos como inhibidores enzimaticos; posible
consecuencia de la muerte celular bacteriana.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

Se obtuvieron cuatro compuestos de uretano con distintas caracteristicas y
propiedades. Pesos moleculares bajos, menores de 2,000 Da en promedio, y
polidispersidades grandes, 2.3 en promedio.

Los cuatro compuestos de uretano presentaron caracteristicas distintas entre ellos
en cuanto a sus valores de Temperatura de fusion (Tm) y de Transicion vitrea

(Tg).

No se observo alguna diferencia significativa en el crecimiento bacteriano, siendo
muy similar la tendencia en las curvas de crecimiento (Microorganismo. mL™ vs.
Tiempo), entre los compuestos BHET-MDI NCO/OH 1:2, 2:1 y BHEA-MDI 2:1.
Siendo significativa Gnicamente para el caso del compuesto BHEA-MDI 1:2, el
cual presentd el menor peso molecular 872 Da, y polidispersidad alta, 2.8, asi
como un valor bajo de temperatura de transicién vitrea (Tg) de 6.5°C, teniendo las
caracteristicas apropiadas para considerarlo como el material méas susceptible a la
biodegradacion.

No se observaron diferencias en los termogramas obtenidos mediante TGA antes
de ser incubados vs. termogramas obtenidos después de incubarlos en presencia
y/o ausencia de la cepa bacteriana para los cuatro compuestos. Se esperaba
observar mayor pérdida de peso en los termogramas obtenidos a partir de los
materiales incubados con cepa bacteriana.

Para el caso de los resultados obtenidos mediante GPC, no hay diferencias
significativas en cuanto a la pérdida de masa entre los experimentos realizados en
presencia de la cepa bacteriana vs. experimentos sin cepa bacteriana para los
compuestos BHET- MDI relacion NCO/OH 1:2 y 2:1 asi como para el material
BHEA-MDI relacion NCO/OH 2:1 excepto para el material BHEA-MDI
NCO/OH 1:2 el cual si presento diferencia significativa en la pérdida de masa en
presencia del medio acuoso sin cepa bacteriana en comparacion con el material sin
incubar e incubado en MM + cepa bacteriana.

Los resultados obtenidos mediante la técnica de GC-MS tanto en los experimentos
realizados sin cepa bacteriana como en los experimentos realizados con cepa
bacteriana se pudieron detectar a determinado tiempo de incubacion ciertos
productos de degradacion y/o biodegradacion identificando posibles secciones del
material obtenidos a partir de la hidrélisis del grupo uretano en presencia de la
cepa bacteriana, sin embargo, no se esperaba observar dichos productos por efecto
de la actividad enzimatica ya que dicha bacteria solo se ha reportado que tiene
actividad tipo esterasa.

95



CONCLUSIONES

La presencia de secciones de diisocianato detectados mediante GC-MS en el
medio de incubacion permiten suponer la razén del poco crecimiento bacteriano
de las pruebas de biodegradacion, siendo el promedio de 2 dias de crecimiento
celular, posterior a éste tiempo la muerte celular comenzd, dicha muerte pudo
haber sido debida a la alta toxicidad de los productos liberados.

Los compuestos de uretano sintetizados en el presente trabajo no pueden
considerarse como nutriente (fuente de carbono) para la cepa Alicycliphilus sp.,
debido a su toxicidad, por consiguiente, el tipo de PUR, sélido o coloidal
(propiedades fisicoquimicas), empleado en las pruebas de biodegradacion es un
factor primordial a considerar en futuras pruebas de biodegradacion.

El factor primordial en la degradacion del material es via hidrolisis debida al
medio acuoso, ya que son materiales que presentan enlaces susceptibles a la
hidrélisis del agua siendo los mas susceptibles los enlaces del grupo isocianato. El
grupo éster es susceptible a hidrélisis acida o bésica lo que hizo suponer cierta
acidez en el MM durante la incubacion.

A pesar de haber observado una muerte celular bacteriana a partir de los dos dias
de incubacion para los cuatro casos, (cuatro oligomeros de uretano), se presento
un determinado crecimiento bacteriano en las pruebas de degradacién distinto a la
curva de crecimiento sin compuesto de uretano. Esto pudo deberse a la posible
presencia de enzimas hidrolasas tipo proteasas, las cuales, también son conocidas
por su capacidad para hidrolizar ésteres simples, tales como acetato de p-
nitrofenilo, por lo tanto, pudo ser posible el crecimiento bacteriano debido a una
posible actividad proteolitica y no un resultado debido a la induccién de enzimas
tipo esterasa para degradar a los oligomeros de uretano y utilizarlos como
nutriente. Siendo la degradacién de dichos compuestos en presencia de la cepa
bacteriana el resultado de un co-metabolismo.

Estudios futuros se requieren con respecto a la cepa bacteriana Alicycliphilus sp.,
en donde se lleve a cabo el aislamiento y caracterizacion de las enzimas vy los
genes responsables en la posible biodegradacion de compuestos de uretano.

Es importante considerar los posibles cambios en cuanto a las propiedades fisicas
y mecéanicas que pudieron haberse presentado en los oligomeros de uretano
durante las pruebas de degradacion; asi como las posibles variaciones de pH en el
medio de incubacion durante las pruebas en presencia y ausencia de la cepa
bacteriana, dichos estudios no se realizaron, por consiguiente, se requiere en un
futuro realizar dichos estudios para hacer un comparativo, antes y después de las
pruebas de degradacion, con y sin inoculo de los materiales a degradar.
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APENDICE A

APENDICE A
PREPARACION DE MEDIOS

A) Medio Minimo. (Composicion por litro. Basado en el medio propuesto por Nakajima-
Kambe et. al., 1995).

Solucion A. (10x)
- KH2P0420.0 g
- KeHPO470.0 g

Solucion B. (100x)
- NHsNO3100.0 g
- MgSO4=7H20 100.0 g

Solucion elementos traza (1000x)
+ ZnSO4+7H201.0 g

- CuS04*7H20 0.10 g

- FeSO4=7H20 10.0 g

- MgS0O4=4-6H20 2.0 g

Preparacion: Preparar las soluciones A y B. Esterilizar en autoclave a 120 °C por 20
minutos. Preparar la solucion de elementos traza y esterilizar por filtracion. A 800 mL de
agua estéril adicionar en condiciones asépticas 100 mL de solucion A, 10 mL de solucion
B y 1 mL de solucién de elementos traza. Llevar a un litro, el cual es el medio minimo
que permanecera como stock para realizar las pruebas de degradacién, por triplicado.

B) Medio Luria. (Composicion por litro. Ausubel ed. Current Protocols in Molecular
Biology, 1997).

Medio liquido

- Peptona 10.0 g

- Extracto de levadura 5.0 g
- NaCl 5.0 ¢

Preparacion: Disolver en agua desionizada, necesaria para completar un litro, ajustar pH
a 7.0 mediante la adicion de solucién de NaCl 1.0 N vy esterilizar en autoclave a 120 °C
por 20 minutos y mantener en refrigeracion.

C) Medio solido.

- Agar 15.0 g

- Peptona 10.0 g

- Extracto de levadura 5.0 ¢
- NaCl 5.0 ¢
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Preparacion: Disolver el agar en la minima cantidad de agua desionizada posible por
separado, y los otro componentes en 100 mL de agua desionizada. Mezclar las dos
soluciones y completar a 1 L con agua. Esterilizar bajo las mismas condiciones que para
la preparacién del medio liquido.

Enfriar hasta 65 °C. Para preparar placas vacie de 25 a 30 mL de la solucion caliente en
cajas Petri estériles. Mantenga las cajas en refrigeracion.

D) Solucién de Hydroform® al 3%.

e Hydroform al 30% de solidos 1.5mL
e Agua destilada 13.5 mL

Preparacion: Las cantidades descritas anteriormente son las necesarias para tener como
volumen final 15mL. Se toman 1.5mL del barniz de poliuretano al 30% y se le adiciona
13.5 mL de agua destilada, se mezclan y se hace pasar dicha solucién a través de un filtro
con membrana de 45u. Una vez obtenida la solucion al 3%, se filtra nuevamente en
condiciones asépticas a través de un filtro Micropore Yy finalmente se colecta la solucién
en un tubo Falcon el cual se esteriliza previamente.

E) Medio minimo con poliuretano (MM-PUR).

Agua esterilizada 20mL

Solucién A (10x) 5.5mL

Solucion B (100x) 0.55 mL

Solucién C (1000x) 0.055mL

Solucién de Hydroform® al 3% 5.5mL
Agua esterilizada 23.4 mL

Preparacion: Las cantidades descritas anteriormente son las necesarias para tener como
volumen final 55 mL de MM-PUR. Se prepara dicho medio en un matraz previamente
esterilizado y en condiciones asepticas. Se adiciona cada uno de los componentes
siguiendo el orden de aparicion, teniendo una concentracion final de Hydroform® al
0.3%. Dicho medio es inoculado e incubado durante 17 h a 37°C.
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APENDICE B
TERMOGRAMAS MEDIANTE DSC
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Figura B.1 Termograma del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) al término del
tiempo de incubacion (] compuesto sometido a biodegradacion, MM + cepa bacteriana,
compuesto sometido a degradacion, MM sin cepa bacteriana).
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Figura B.2 Termograma del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2) al término del
tiempo de incubacion (] compuesto sometido a biodegradacion, MM + cepa bacteriana, [
compuesto sometido a degradacién, MM sin cepa bacteriana).
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Figura B.3 Termograma del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1) al término del
tiempo de incubacion (] compuesto sometido a biodegradacion, MM + cepa bacteriana, |J
compuesto sometido a degradacién, MM sin cepa bacteriana).
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Figura B.4 Termograma del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2) al término del
tiempo de incubacion (] compuesto sometido a biodegradacion, MM + cepa bacteriana, |
compuesto sometido a degradacion, MM sin cepa bacteriana).
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APENDICE C
ESPECTROS DE MASAS
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Figura C.1 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM + cepa
bacteriana del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2) correspondiente al tiempo de
retencion de 35.4 min.

Atbundancia

Figura C.2 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM + cepa
bacteriana del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2) correspondiente al tiempo de
retencion de 29.8 min.
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Figura C.3 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacién en MM + cepa
bacteriana del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2), correspondiente al tiempo de
retencion de 5.5 min.
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Figura C.4 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacién en MM sin cepa
bacteriana del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) correspondiente al tiempo de
retencion de 35.3 min.
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Figura C.5 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacién en MM sin cepa
bacteriana del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2), correspondiente al tiempo de
retencion de 5.5 min.
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Figura C.6 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM + cepa
bacteriana del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1), correspondiente al tiempo de
retencion de 40.2 min.
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Figura C.7 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM + cepa
bacteriana del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1), correspondiente al tiempo de
retencion de 29.9 min.
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Figura C.8 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM + cepa
bacteriana del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1), correspondiente al tiempo de
retencion de 5.4 min.
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Abundancia
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Figura C.9 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacién en MM sin cepa
bacteriana del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) correspondiente al tiempo de
retencion de 42.8 min.
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Figura C.10 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM sin cepa
bacteriana del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) correspondiente al tiempo de
retencion de 40.2 min.
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Figura C.11 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM sin cepa
bacteriana del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1), correspondiente al tiempo de
retencion de 29.8 min.
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Figura C.12 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM sin cepa

bacteriana del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1), correspondiente al tiempo de
retencion de 5.4 min.
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Figura C.13 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM + cepa
bacteriana del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1), correspondiente al tiempo de
retencion de 43.6 min.
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Figura C.14 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM + cepa
bacteriana del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1), correspondiente al tiempo de
retencion de 39.5 min.
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Figura C.15 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM sin cepa
bacteriana del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1), correspondiente al tiempo de
retencion de 42.8 min.
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Figura C.16 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM + cepa
bacteriana del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2), correspondiente al tiempo de
retencion de 41.8 min.
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Figura C.17 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacion en MM + cepa
bacteriana del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2), correspondiente al tiempo de
retencion de 35.4 min.
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Figura C.18 Espectro de masas obtenido a las 22 horas de incubacién en MM sin cepa
bacteriana del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2), correspondiente al tiempo de
retencion de 41.9 min.
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CROMATOGRAMAS MEDIANTE GPC
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Figura D.1 Curva de calibracion con estandares de poliestireno.

D.1 Cromatogramas de los oligomeros de poliéster sintetizados.
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Figura D.2 Cromatograma del oligomero de poliéster BHET.

£ l
S e A . Ilf - —

T T T T T T T T
= I Py 320 ¥ ] i 023 00D N 12221300

Indice de refraccidn

Figura D.3 Cromatograma del oligomero de poliéster BHEA.
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D.2 Cromatogramas de los compuestos de uretano obtenidos antes de las pruebas de
degradacion
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Figura D.4 Cromatograma del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2).
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Figura D.5 Cromatograma del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1).
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Figura D.6 Cromatograma del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2).
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Figura D.7 Cromatograma del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1).

D.3 Cromatogramas de los compuestos de uretano al término del tiempo de
incubacion (MM + cepa bacteriana).
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Figura D.8 Cromatograma del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2) al
término del tiempo de incubacion.
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Figura D.9 Cromatograma del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) al
término del tiempo de incubacion.
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Figura D.10 Cromatograma del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2) al
término del tiempo de incubacion.
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Figura D.11 Cromatograma del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1) al
término del tiempo de incubacion.

D.4 Cromatogramas de los compuestos de uretano al término del tiempo de
incubacién (MM sin cepa bacteriana).
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Figura D.12 Cromatograma del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 1:2) al
término del tiempo de incubacion sin cepa bacteriana.
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Figura D.13 Cromatograma del compuesto BHEA-MDI (NCO/OH 2:1) al
término del tiempo de incubacion sin cepa bacteriana.
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Figura D.14 Cromatograma del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 1:2) al
término del tiempo de incubacion sin cepa bacteriana.
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Figura D.15 Cromatograma del compuesto BHET-MDI (NCO/OH 2:1) al
término del tiempo de incubacion sin cepa bacteriana.
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APENDICE E

ANALISIS DEL DIISOCIANATO MDI

E.1 Espectro de IR del MDI.
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Figura E.1 Espectro obtenido mediante IR del diisocianato MDI empleado en la

sintesis de compuestos de uretano.

E.2 Espectro de masas del MDI.
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Figura E.2 Espectro de masas obtenido mediante GC-MS del diisocianato MDI

empleado en la sintesis de compuestos de uretano.
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