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Resumen

Durante los dltimos afios, la obtencion de materiales biodegradables amigables con el
medioambiente y el cuerpo ha ido en aumento. Particularmente, la PCL asoma como un
polimero biodegradable con diversas aplicaciones, tanto en ingenieria de tejidos como en
sistema de liberacion de farmacos. La produccién convencional de PCL usa solventes
organicos y catalizadores metalicos o acidos que pueden ser perjudiciales para la salud y el
medioambiente, repercutiendo en su biodegradabilidad y biocompatibilidad. Debido a esto,
buscando una produccion “verde”, se plantea el objetivo general de la investigacion que es
estudiar, montar y poner en marcha un sistema experimental para producir PCL en un medio
con CO- supercritico, catalizado mediante la enzima inmovilizada Lipasa B de Candida

antarctica.

Los resultados obtenidos son concluyentes. Primero que todo se comprueba la obtencion de
PCL mediante resonancia magnética nuclear a partir de las distintas condiciones propuestas,
al presentar espectros similares a los de la PCL comercial, lo que valida a su vez el montaje
y metodologia experimental propuestas. Las variables estudiadas que influyen en la reaccion

son la presién del sistema, el tiempo de reaccién y el contenido de agua en el monémero.

Con respecto a la presion del sistema, se infiere con un 90% de certeza que las reacciones
Ilevadas a cabo a 14,5 MPa entregaron PCL de mayor peso molecular que las realizadas a 20
MPa. El tiempo del sistema no result6 ser significativo con un 90% de confianza, ya que
reacciones llevadas a 2 y 4,5 horas entregaron PCL de peso molecular similar, mientras que
el contenido de agua en el mondmero resultd ser la variable mas influyente, llegando a
obtener PCL de 21.000 Da a partir de un mondmero de 97% de pureza, frente a los obtenidos
con un mondmero de 99% de purea (6.200 Da). En base a los resultados obtenidos, se
demuestra la posibilidad de producir PCL en el sistema experimental disefiado y puesto en

marcha a partir de un proceso no convencional de produccion.

Asi, es posible proponer un disefio factorial como trabajo futuro, basdndose en esta
investigacion, para poder evaluar el efecto de otras variables o0 a su vez ampliar el rango de
las variables ya estudiadas para analizar el efecto de cada una de éstas por separado o incluso

el efecto entre la combinacion de variables.



Abstract

In recent years, production of materials friendly to the environment and the body has been
increasing. In particular, PCL appears as a biodegradable polymer with diverse applications,
both in tissue engineering and in drug delivery systems. Conventional PCL production, uses
organic solvents and metal or acid catalysts, which can be harmful to the health and the
environment, influencing the bioresorbability and biocompatibility. Thus, looking for a
“green” production, the general objective of this research is to study, assembly and start up
an experimental system to produce PCL in a supercritical CO2 environment, catalyzed by the

immobilized enzyme Lipase B from Candida antarctica.

The results obtained are conclusive. First of all, it is verified by nuclear magnetic resonance
the PCL production from the different proposed conditions, presenting similar spectra
compared to commercial PCL, which validates at the same time the experimental setup and
the proposed methodology. The studied variables that influence the reaction are the system

pressure, time reaction and water content in the monomer.

Regarding to the system pressure, it is inferred with 90% of certainty, that the reactions
performed at 14,5 MPa give PCL with higher molecular weight than those performed at 20
MPa. The time reaction turned out not to be significant, with 90% of certainty, since reactions
performed for 2 and 4,5 hours give PCL with similar molecular weight, while the water
content in the monomer turned out to be the most influential variable, producing PCL up to
21.000 Da from a 97% purified monomer, versus 6.200 Da from a 99% purified monomer.
Based on the results obtained, it is demonstrated the possibility to produce PCL in the

experimental system designed and started up, from a non-conventional production process.

Thus, it is possible to propose a factorial design as future work, based on this research, to be
able to evaluate the effect of other variables or expand the range of studied variables to
analyze the effect of each one separately or even the effect between the combination of

variables.
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1. Introduccion

Un polimero es considerado una macromolécula, debido al gran tamafio de su estructura.
Dicha estructura estda conformada por una unidad basica que se repite de manera

relativamente ordenada, denominada mondémero (Rodriguez et al., 2015).

Con respeto a la estructura de los polimeros, cada polimero posee propiedades estructurales
y mecénicas determinadas, que dependen de la estructura que éste posea. Cada polimero
posee una estructura molecular determinada, que le confiere ciertas propiedades al polimero,
que a su vez influyen en la estructura macromolecular (supramolecular) que determina su

composicion y la interaccién con otras moléculas (Wagner et al., 2006)

Durante el auge de los polimeros biodegradables en los afios 1970y 1980, la policaprolactona
(poli(e-caprolactona), PCL) fue ampliamente usada en el campo de los biomateriales y en un
gran namero de dispositivos de liberacion de farmacos, debido a su cinética de degradacion
adaptable, sus ventajosas propiedades mecanicas e incluso la posibilidad de agregarle grupos
funcionales para hacer al polimero mas hidrofilico. Sin embargo, debido a que el periodo de
degradacidon de la PCL es largo, tomando de 3 a 4 afios en degradarse, su popularidad fue
rapidamente reemplazada por polimeros reabsorbibles de mayor rapidez, estudiados en
aplicaciones que requerian liberar el farmaco encapsulado dentro de dias o semanas, logrando
una reabsorcién completa entre 2 a 4 meses luego de ser implantados. Cercano a la década
de los 2000, resurgio el interés por la PCL, junto con el inicio de una nueva disciplina llamada
ingenieria de tejidos, debido a sus propiedades reoldgicas y viscoelasticas superiores sobre
otros poliésteres alifaticos equivalentes, que permiten su fabricacién y manipulacion en un
gran numero de implantes y dispositivos. A partir de su produccion relativamente barata y la
aprobacion de la FDA (Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés), se presenta
una vitrina prometedora para el disefio y fabricacién de implantes degradables a largo plazo
que pueden ser manipulados fisica, quimica y biolégicamente para presentar cinéticas de
degradacion adaptables para encajar en cualquier sitio anatdmico en particular (Woodruff &
Hutmacher, 2010).
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1.1. Polimeros biodegradables

Los materiales biodegradables pueden ser de origen natural o sintético. Si bien el concepto
de biodegradabilidad estd méas ligado a biopolimeros naturales, los polimeros sintéticos
también pueden cumplir con dicha propiedad gracias al manejo de las condiciones de
operacion para la obtencidn de éstos, de tal manera de optimizar las propiedades que se desea
obtener, entre éstas la biocompatibilidad, la cual determina la compatibilidad de la molécula

con el organismo y la biodegradacion de ésta (Doppalapudi et al., 2014).

Dentro de los polimeros biodegradables sintéticos se encuentran el acido polilactico (PLA),
el &cido poliglicélico (PGA), el polihidroxibutirato (PHB) y la PCL. Los polimeros PLA,
PGA y sus copolimeros (PLGA) son usados con mayor frecuencia en ingenieria de tejidos,
ya que han demostrado ser biocompatibles y degradados en componentes no tdxicos, ganando
asi la aprobacién de la FDA para su uso clinico. La PCL ha sido recientemente estudiada
para mejorar sus propiedades de degradacion, por lo que ha sido utilizada como material de
sutura y ha surgido como un polimero candidato en la ingenieria de tejidos 6seos. De hecho,
muestra propiedades mecanicas aptas para ser utilizada como soporte en aplicaciones de
sustitucion dsea, donde las propiedades mecanicas deben ser mantenidas por al menos 6
meses mientras ocurre la regeneracion del hueso (Armentano et al., 2010).

Una de las caracteristicas deseables en cualquier soporte polimérico implantable, debe ser la
sincronizacién de la degradacion del polimero con el reemplazo de tejido natural producido
por las células. Las cinéticas de degradacién y reabsorcion del soporte son asignadas para
permitir a las células cultivadas proliferar y secretar su propia matriz extracelular mientras
éste simultdneamente se reabsorbe, dejando espacio suficiente para la proliferacion celular y
el crecimiento de tejido nuevo. El soporte fisico mediante armazones tridimensionales se
mantiene hasta que el tejido creado tenga suficiente integridad mecénica para soportarse a si

mismo (Hutmacher, 2000).

Debido al gran auge que han tenido los polimeros biodegradables estas ultimas décadas, la
produccion se ha ido masificando cada vez mas y junto con esto, los residuos poliméricos
han ido aumentando considerablemente. Es por esto que la introduccion de polimeros

biodegradables ha sido el reto de la ciencia de los materiales durante los Gltimos 20 afios.
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Sin ir mas lejos, mientras algunos plasticos estan siendo reciclados y reutilizados, la mayoria
son dispuestos en rellenos sanitarios. En el 2005, los plésticos fueron recuperados en una
razon menor al 10% en los Estados Unidos (Lim et al., 2008).

1.2. Degradacion de un polimero

La degradacion de un polimero se debe principalmente a mecanismos quimicos, mecanicos,
térmicos, luminosos y bioldgicos. Entre ellos, la degradacion quimica es el principal
mecanismo que predomina en la degradacion de un polimero. La degradacion quimica es un
proceso inducido por el contacto del polimero con productos quimicos reactivos, siendo la
hidrolisis uno de los tipos de degradacion quimica mas frecuentes. La hidrolisis es un
mecanismo de degradacion que ocurre cuando el material entra en contacto con un medio
acuoso, lo que causa la ruptura de puentes de hidrogeno intermoleculares, hidratacion de las
moléculas y finalmente la ruptura de los enlaces estables que componen la molécula para
resultar en moléculas mas pequefias de simple absorcion. Dentro de los parametros que
controlan la hidrolisis, destacan la hidrofobicidad del polimero, la temperatura y pH del

medio y el tiempo de degradacion. (Lucas et al., 2008).

Se entiende por biodegradabilidad la capacidad de una sustancia de descomponerse in vitro
en los elementos quimicos basicos que la componen, involucrando procesos como hidrolisis,
oxidacion de grupos funcionales, rotura de enlaces, entre otros, debido a la accion de
organismos bioldgicos (enzimas, bacterias 0 microorganismos), en un periodo relativamente

corto de tiempo (Leja & Lewandowicz, 2010).

Cuando se habla de polimeros es importante considerar que algo que es biodegradable no
necesariamente implica ser bioreabsorbible, que significa ser degradado y separado de su
sitio de accion in vivo, resultando en una eliminacion total de los materiales externos iniciales

y degradacién de los subproductos sin efectos secundarios residuales (Vert et al., 1992).
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1.3.  Poli e-caprolactona

Dentro de todos los polimeros biodegradables usados en medicina, la PCL asoma como uno
de los mas investigados en este ultimo tiempo, debido a sus propiedades mecanicas,
biodegradabilidad y biocompatibilidad con el organismo y miscibilidad con una amplia gama
de polimeros para poder formar copolimeros y poder complementar y mejorar las

propiedades de acuerdo a lo requerido para las distintas aplicaciones vistas con anterioridad.

La PCL es un poliéster alifatico compuesto de unidades repetitivitas de e-caprolactona. Es
un polimero semicristalino y sus propiedades mecanicas, térmicas y fisicas dependen de su
peso molecular y su grado de cristalinidad, por lo que las propiedades que se obtenga
dependen fuertemente del resultado del proceso de obtencion de este polimero. Los rangos
de los valores tipicos de las propiedades fisicas se muestran en la Tabla 1 (Labet &
Thielemans, 2009).

Tabla 1. Rangos tipicos de las propiedades de PCL. (Adaptado de Labet & Thielemans, 2009).

Propiedades Rango

Peso molecular promedio en nimero (M,/ Da) 530 —630.000
Densidad (p/kgm™3) (1,07 — 1,20)x108
Temperatura de transicion vitrea ( Tq/ °C) (-65) — (-60)
Temperatura de fusion ( Tm/ °C) 56 — 65
Temperatura de descomposicion ( °C) 350

Viscosidad intrinseca (n/ m3 kg™1) 9x10*
Resistencia a la traccion ( o / MPa) 4785

Médulo de Young (E/ MPa) 210 — 440
Elongacion de ruptura (e/ %) 20— 1.000

A temperatura ambiente, la PCL es altamente soluble en cloroformo, diclorometano,
tetracloruro de carbono, benceno, tolueno, ciclohexanona y 2-nitropropano, ademas es
ligeramente soluble en acetona, 2-butanona, acetato de etilo, dimetilformaldehido, y
acetonitrilo. Por el contrario, la PCL es insoluble en alcoholes, bencina, dietil éter y agua
(Sinha et al., 2004).
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En particular, la PCL puede ser biodegradada mediante organismos externos al cuerpo
(bacterias y hongos), pero no puede ser biodegradada en organismos animales y humanos
debido a la falta de enzimas adecuadas para su degradacion. Esto no necesariamente significa
que no puede ser bioreabsorbida, si no que mas bien el proceso toma mucho mas tiempo,
propagandose primero via degradacion hidrolitica. Es ampliamente aceptado que la
degradacidn hidrolitica de ésteres puede originarse mediante mecanismos de degradacion en

la superficie y en masa (Vert, 2009).

La degradacion o erosion de la superficie involucra la ruptura hidrolitica de la cadena
principal de la PCL sélo en la superficie. Esto resulta en un adelgazamiento del polimero en
el tiempo sin afectar el peso molecular del volumen interno de éste. La degradacion en masa
ocurre cuando el agua penetra completamente en el volumen de la matriz de laPCL, causando
la hidrolisis a través de toda la matriz polimérica. Esto da lugar a rupturas hidroliticas
aleatorias de cadenas y provoca una reduccion general del peso molecular. Si las moléculas
de agua pueden difundir en el volumen del polimero, la hidrolisis permite que monémeros y
oligébmeros difundan hacia el exterior, dando paso a la erosion en la superficie gradualmente
(Ginde & Gupta, 1987).

De estudios de degradacion encontrados en la literatura, se puede deducir que la PCL
experimenta una degradacion en dos etapas; primero la hidrélisis no enzimética y luego las
partes de menor peso molecular (menor a 3.000 Da) son degradadas por el medio intracelular
lo que implicaria que la PCL puede ser completamente reabsorbida y degradada mediante

mecanismos intracelulares una vez el peso molecular sea reducido (Woodward et al., 1985).

El ritmo de la hidrolisis y por ende de degradacion de la PCL puede ser alterado mediante
copolimerizacién con otras lactonas, glicélidos o lactidos (Dash & Konkimalla, 2012). Sin ir
mas lejos, es comun el disefio y la preparacién de polimeros multicomponentes como
estrategia viable para el desarrollo de innovadores biomateriales multifuncionales de acuerdo
el requerimiento de la aplicacion en particular. La Fig. 1 muestra las diversas posibilidades

de modificaciones y formulaciones que tiene la PCL.
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Mezclas y compuestos Copolimeros

*Propiedades
mecanicas

« Peliculas
« Fibras
« Soportes

Figura 1. Posibles modificaciones y formulaciones de la PCL para alterar sus
propiedades segun el requerimiento. (Adaptado de Dash & Konkimalla, 2012).

1.3.2. Aplicacion de la PCL en biomedicina

Debido a su alta permeabilidad a muchos farmacos, excelente biocompatibilidad y la
capacidad de ser totalmente eliminada del cuerpo, la PCL es idonea para aplicaciones de

liberacion controlada de farmacos (Sinha et al., 2004).

La administracién de medicamentos mediante microesferas de PCL tiene como ventajas el
poder ser ingeridos o inyectados, mayor eficiencia y eficacia terapéutica, prolongada
actividad bioldgica, el control sobre la liberacion del medicamento, disminuyendo la

frecuencia de administracion (Freiberg & Zhu, 2004).
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Particularmente, las ventajas de la PCL sobre otros polimeros para éste tipo de aplicacion,
son la tendencia casi despreciable a formar un ambiente acido durante la degradacion en
comparacion con otros polimeros como PLA y PGA. Ademas, ya que la biodegradacion de
la PCL es lenta en comparacion con otros polimeros, es mas apta para distribucion a largo
plazo con una extension de un periodo de mas de un afio y con la mezcla apropiada, la
distribucion puede ser incrementada o reducida segun se requiera (Woodruff & Hutmacher,
2010).

Las nanoesferas de PCL son sistemas de liberacion coloidales que actian como
compartimientos portadores para drogas y otras moléculas activas con un rango de tamafos
que varian entre 10 y 1.000 nm. El tamafio de las nanoesferas permite que puedan ser
administradas por via intravenosa o inyectadas, que, a diferencia de otros sistemas coloidales,
no obstruye ni las agujas ni loas capilares. Este tipo de aplicacion puede ser usada para
focalizacién selectiva mediante el sistema reticuloendotelial en el higado y en células
fagociticamente activas. La eficacia de estas particulas coloidales como portadores de
farmacos estd estrechamente relacionada a la interaccién con proteinas y enzimas en
diferentes fluidos del cuerpo (Zhang & Uludag, 2009).

Durante las tltimas cuatro décadas, diversos estudios han sido publicados en relacion a la
biocompatibilidad de suturas fabricadas a partir de poliésteres alifaticos, principalmente a
partir de glicélidos, encontrando en algunos casos respuestas inflamatorias. En respuesta,
copolimeros de bloques de PCL y glicolidos estdn siendo vendidos como suturas de
monofilamentos por la empresa Ethicon, Inc. (Somerville, NJ), bajo la marca Monocryl,
ofreciendo menor rigidez en comparacion con polimeros poliglicélidos puros (Woodruff &
Hutmacher, 2010).

Dentro de las muchas aplicaciones que tiene la PCL, se encuentra la fabricacion de capas
ultra delgadas para vendaje de heridas cutaneas (Ng et al., 2007) y también como dispositivo

para la liberacion del antiséptico quimico clorhexidina (Medlicott et al., 1992).
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Al mezclar PCL con el complejo polimérico antimicrobial, povidona yodada, se obtiene un
biomaterial uretral de reducida incrustacién. En dicha investigacion se demuestra que existe
una relacién entre el grado de degradacion del polimero y la resistencia a la incrustacion; la
degradacion se alcanza disminuyendo la razon del peso molecular de la PCL en la mezcla

polimérica (Jones et al., 2002).

Cerca de 10 millones de mujeres han usado anticonceptivos subdérmicos, que a menudo
conllevan operaciones traumaticas asociadas con el retiro definitivo de dicho dispositivo. En
consecuencia, en las ultimas dos décadas ha habido estudios fundamentales en el desarrollo
de matrices implantables bioreabsorbibles para la administracion controlada de
anticonceptivos, evitando la necesidad de intervenciones quirdrgicas para retirar el
dispositivo que puedan significar riesgos de contraer alguna infeccion o virus. La PCL es un
Optimo candidato para esta aplicacion, a partir de su lenta degradacion, biocompatibilidad y
aprobacién por la FDA. Estudios han caracterizado y preparado microesferas inyectables a
partir de PCL para el control de la liberacion de esteroides anticonceptivos (Dhanaraju et al.,
2006).

También se ha desarrollado dispositivos anticonceptivos de dos afios mezclando PCL con
etilenglicol, rellenos de polvo de levonogestrel, que han sido aprobados por la SFDA (State
Food and Drug Administration) para pasar a la fase dos de ensayos clinicos en China (Sun
et al., 2006).

Otros estudios preclinicos usando ratas y perros demostraron buenas cinéticas de descarga
de levonogestrel sin efectos secundarios luego de dos afios, manteniendo la estabilidad fisica,
con una disminucion en el peso molecular de polimero de 66.000 a 15.000 Da (Ma et al.,
2006).

Estudios donde se utilice PCL pura en aplicaciones ortopédicas no son muy comunes en la
literatura cientifica actual. Un estudio de fijacion de osteotomias de himero en conejos con
PCL reforzada con fibra de vidrio en comparacion con acero inoxidable demostro que si bien
la PCL causa menores respuestas de estrés que el acero inoxidable, la resistencia mecanica
de la PCL no fue suficiente para soportar la carga debido a la alta tasa de uniones deficientes
(Lowry et al., 1997).
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Por otra parte, existen diversos estudios que aprovechan las propiedades positivas de la PCL,
mezclandola con otros materiales y asi producir copolimeros y compuestos superiores que
pueden tener propiedades deseables para el uso en aplicaciones mecénicas desafiantes, donde

un material mas resistente sea requerido (Agrawal & Ray, 2001).

La gutapercha en sus distintas formas ha sido el material mas popular utilizado como relleno
de conductos por casi 100 afios. Un material éptimo para relleno de conductos debe
proporcionar un sello que permita inhibir la formacién de bacterias o bien eliminarlas,

prevenir la re-contaminacion y facilitar la sanacion (Woodruff & Hutmacher, 2010).

La PCL es usada como un polimero termoplastico sintético en rellenos de conductos,
recientemente introducido al mercado como parte del compuesto Resilon TM, junto con
vidrio bioactivo, oxicloruro de bismuto y sulfato de bario. Este material remplaza a los conos
de gutapercha y de acuerdo a los productores, la PCL aporta al material propiedades
termoplasticas que permiten su aplicacion en técnicas que dependen de dicha caracteristica
(Miner et al., 2006).

Schuckert et al. (2009) reportaron el primer caso clinico exitoso en la reconstruccion de la
mandibula anterior de una paciente mujer de 71 afios con osteoporosis, usando un soporte
3D a partir de PCL, en combinacion con plasma rico en plaquetas y una proteina humana
recombinante (rhBMP-2). Una vez que la herida se sand, libre de complicaciones, el control
radioldgico mostr6 nuevamente el crecimiento del hueso en la mandibula anterior después
de un postoperatorio de 6 meses, y luego de una nueva operacion, se realizd implantes
dentales. Una comparacién entre una biopsia 6sea del hueso nuevo y del hueso limitrofe fue
realizada, donde ambas muestras resultaron ser idénticas, demostrando el éxito del

procedimiento.

La ingenieria de tejidos por otra parte, es un area que puede ser definida como “un campo
interdisciplinario que aplica principios de ingenieria y ciencias de organismos vivos hacia el
desarrollo de sustitutos bioldgicos, que restituyan, mantengan o mejoren la funcién de tejidos

0 de un 6rgano completo” (Vacanti & Langer, 1999).
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La PCL es un polimero bioreabsorbible increiblemente versatil y debido a sus propiedades
reoldgicas superiores, como la resistencia a la deformacion, o una viscosidad adecuada que
le permite fluir libremente para manufacturar el producto final mediante extrusion o
inyeccion, puede ser usado por casi cualquier tecnologia de procesamiento polimérico para
producir una amplia gama de soportes 3D de alta porosidad y area superficial mediante
distintas técnicas de fabricacion. Existen diversas aplicaciones para estos soportes y
armazones dependiendo del requerimiento en distintas partes del organismo. Dichos soportes
pueden ser usado en areas de la ingenieria de tejidos como en ingenieria de huesos, cartilagos,
tendones y ligamentos, piel, nervios, tejido vascular y cardiovascular (Woodruff &
Hutmacher, 2010).

Existen principalmente dos vias de produccion de PCL: La condensacién de &cidos
hidroxicarboxilicos y la reaccion de polimerizacion por apertura de anillos (ROP, Ring
opening polymerization, por sus siglas en inglés) de caprolactona (e-caprolactona, e-CL)
(Labet & Thielemans, 2009).

Una reaccion de polimerizacion por condensacion se caracteriza por la pérdida de parte de la
estructura del monémero cuando pasa a formar parte de la cadena, generalmente la molécula
que se pierde para la union de los monémeros es agua. EI mecanismo para este tipo de
polimerizacion es una reaccién por etapas, donde uno o dos mondmeros se unen para formar
dimeros o trimeros, y luego estos reaccionan entre si hasta formar la cadena final (Bower,
2002).

La polimerizacion por apertura de anillos asoma como el mecanismo mas apto para la
produccion de PCL. Existen principalmente cuatro mecanismos para la reaccion ROP de
lactonas donde el factor determinante para todas éstas es el catalizador utilizado. Dichas
reacciones son: anionicas, cationicas, monémero activado y coordinacidn-insercion. A partir
de la ROP se obtiene polimeros con un mayor peso molecular y menor indice de
polidispersidad (PDI) en comparacion con la reaccion de policondensacion a partir de acidos
hidroxicarboxilicos (Labet & Thielemans, 2009). Se entiende por PDI la distribucion de

tamanos del peso molecular de un polimero, ya que no todas las cadenas que conforman el
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polimero son de igual longitud, y por ende poseen distintos pesos moleculares, mientras
mayor sea el PDI significa que la reaccion pierde control sobre el peso molecular del
polimero y se obtienen cadenas de distintos tamafios y pesos moleculares.

La ROP aniénica involucra la formacién de un anién que ataca al carbono del grupo funcional
carbonilo del monoémero, rompiendo la cadena y dando origen a un alcoxido. El principal
inconveniente con este método es la presencia de reacciones de transesterificacion
intramolecular en las etapas finales de la reaccion. Esto implica la obtencion de polimeros de
bajo peso molecular si la reaccion se puede detener a tiempo, o bien en polimeros ciclicos si

no se puede controlar las reacciones paralelas (Khanna et al., 2008).

La reaccion ROP catidnica involucra la formacion de un cation que es atacado por el oxigeno
del grupo carbonilo del mondmero, a través de una reaccion de sustitucion nucleofilica
bimolecular (Kricheldorf & Dunsing, 1986).

Una reaccion ROP por monomero activado es un tipo de reaccion cationica que implica la
activacion del mondémero mediante un catalizador, seguido por la insercion del monémero al
final de la cadena polimérica. Este mecanismo puede anular reacciones desfavorables, como
la desprotonacion o la formacion de cadenas ciclicas y se ha aplicado en la polimerizacion,

resultando en polimeros lineales, libre de oligdmeros ciclicos (Shibasaki et al., 2000).

La forma méas comun de una ROP es la reaccion de coordinacion-insercion. Es una ROP
pseudo anidnica, donde la propagacion se da a través de la coordinacion del monémero con
el catalizador, y la insercion del mondémero a un enlace entre una especie metalica y el
oxigeno del catalizador. Durante la propagacion, la cadena, ya rota, se une a la especie
metélica a través de un enlace alcoxido (Dubois et al., 1989).

Como ya se menciond en la reaccion ROP anionica, durante una reaccion de polimerizacion
suelen ocurrir reacciones secundarias de transesterificacion (se puede dar en otros
mecanismos de ROP también). Durante una reaccion de polimerizacion, usando un iniciador
y un catalizador, pueden ocurrir reacciones de transesterificacion tanto inter como
intramoleculares. Estas reacciones generalmente se encuentra durante las etapas finales de la
polimerizacion, particularmente a altas temperaturas. Esto da como resultado PDI mayores y

pérdida en el control de la reaccion en si (Labet & Thielemans, 2009).
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Existen principalmente 3 tipos de sistemas cataliticos que dan origen a una reaccion ROP;
aquellos basados en metales, en sistemas tanto organicos como inorganicos y por ultimo el
mecanismo catalizado por enzimas. (Labet & Thielemans, 2009). En esta seccidn se revisa
de manera general los distintos tipos de sistemas cataliticos, mientras que en el Anexo 1, se

presentan mas en detalle otros ejemplos de catalizadores.

Dentro de la comunidad cientifica, se usa distintos términos para describir los componentes
basados en metales que forman parte de una ROP de lactonas. Algunos autores utilizan el
término catalizador, otros usan iniciador, sistema iniciador o sistema catalitico. De hecho, el
componente metalico debe ser regenerado en el paso final para ser realmente un catalizador
y esto no siempre ocurre. Para dar consistencia, se decide llamar a los componentes metalicos

catalizadores, y a los alcoholes y aminas iniciadores (Labet & Thielemans, 2009).

Los catalizadores alcalinos muestran cierta actividad, son especies idnicas y la ROP sigue un
mecanismo anioénico. En consecuencia, la reaccion no puede ser bien controlada debido a la
transesterificacion. Es mas, compuestos basados en elementos alcalinos tienen la tendencia

de formar agregados, lo que disminuye la solubilidad y, por ende, la ROP (Platel et al., 2008).

En cuanto a catalizadores alcalinotérreos, segun Platel et al. (2008), catalizadores con estas
caracteristicas son atractivos debido a su alta actividad y baja toxicidad. El magnesio y el
calcio, debido a que son esenciales para plantas y animales, y por ende biol6gicamente
benignos, se utiliza mayoritariamente en la produccién de polimeros para aplicaciones
biomédicas (Sanchez-Barba et al., 2007).

La mayoria de los catalizadores metalicos usados como catalizadores para la ROP pertenecen
al grupo de metales pobres, siendo mayormente usados los catalizadores basados en aluminio
0 estafio (Labet & Thielemans, 2009). El aluminio es un catalizador menos activo que
muchos otros metales para la ROP de lactonas, pero es ampliamente usado debido a que
permite un buen control de la reaccion (Platel et al., 2008).

El titanio es el metal de transicion mas utilizado como catalizador, y recientemente el zirconio

ha atraido cierto interés, asi como también ha sido estudiada la reaccion utilizando zinc. Otros
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autores han estudiado la reaccion a partir de catalizadores basados en hierro, molibdeno y
vanadio (Labet & Thielemans, 2009).

De acuerdo a Platel et al. (2008), los catalizadores basados en metales de tierra raros, son
buenos catalizadores debido a su acidez moderada, incluso no tienen una toxicidad definida
(Sanchez-Barba et al., 2007).

Dentro de la categoria de los catalizadores organicos e inorganicos, los compuestos organicos
como catalizadores han sido los mas estudiados, dentro de los que se destaca el uso de TBD,
MTBD y DBU, distintos &cidos carboxilicos y algunos aminoécidos (Labet & Thielemans,
2009).

Catalizadores enzimaticos

La sustitucion de catalizadores de origen metalico, organico o inorganico que puedan ser
toxicos para el cuerpo y el medioambiente proporciona un importante desafio hacia la
produccion de PCL de manera sustentable, principalmente debido a las aplicaciones
biomédicas que este polimero presenta, ya que las impurezas metélicas son dificiles de
remover y pueden quedar concentradas en la matriz polimérica luego de la degradacion de
ésta (Albertsson & Srivastava, 2008).

Dentro de las principales ventajas de los catalizadores enziméaticos destacan las siguientes.
Las enzimas provienen de recursos renovables, son reciclables, amigables con el
medioambiente y no son toxicas. Catalizan reacciones con alta enantio y regioselectividad,
por lo que es factible producir polimeros con estructuras bien definidas a condiciones
moderadas de presion, temperatura y pH. Finalmente, las lipasas en particular no requieren

un proceso previo de extraccion de agua (Varma et al., 2005).

Kobayashi y colaboradores han realizado gran variedad de estudios en catélisis enzimatica
de ROP a partir de lactonas, y en particular usando e-CL como monoémero. Un amplio
numero de enzimas de diferentes origenes fueron probadas: lipasa de pancreas de porcino
(PPL), Aspergillus niger (Lipasa A), Candida cylindracea (Lipasas B y CC), Lipasa B de
Candida antarctica (CALB), Pseudomonas cepacia (Lipasa PS-30), Pseudomonas
fluorescens (Lipasas P y PF), Rhyzopus delemer y Rhyzopus japonicus (Lipasas RD y RJ),

entre otras enzimas. La CALB fue la mas eficiente, obteniendo una alta conversion en menos
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de 24 horas, mientras que mas de 10 dias se necesitd para las otras lipasas. Ademas, una
pequefia cantidad de enzima fue requerida, ya que en particular la CALB es inmovilizada,
mientras que las demas se usé como polvo (Kobayashi et al., 1998; Kobayashi, 1999;
Kobayashi et al., 2001).

Dong et al. (1999) demostraron usando PSL, que el contenido de agua en el medio de la
reaccion es extremadamente importante y no debe ser ni muy alto ni muy bajo para tener
polimeros con alto peso molecular y bajos PDI, por otra parte, encontraron que afiadiendo
tamices moleculares en el medio proporciona un buen control del contenido de agua, y en

consecuencia de la ROP.

Por otra parte, los estudios realizados por Hedfors et al. (2005), plantean la posibilidad de
realizar una ROP sin necesidad de iniciadores, iniciando la reaccion sélo con el agua presente

en la e-CL comercial.

Otros autores, junto con corroborar que la CALB posee la mayor actividad entre las enzimas
utilizadas para la obtencion de PCL, plantean una nueva ruta de produccion a partir de
dioxido de carbono supercritico (scCOz), un reemplazante para los solventes organicos
utilizados en la polimerizacion catalizada por enzimas, ambientalmente amable, de gran
disponibilidad y barato (Albertsson & Srivastava, 2008; Santos et al., 2012; Stassin& J
éréme, 2003; Thurecht et al., 2006).

Loeker et al. (2004) polimerizaron e-CL utilizando CALB en scCO3, obteniendo resultados
similares a los obtenidos generalmente con enzimas en solventes organicos, pero con

menores PDI.

Una de las alternativas més llamativas para evitar el uso de solventes tanto organicos como
inorgénicos, como son algunos acidos y alcoholes mencionados en la seccién de catalizadores
para una ROP, son los fluidos supercriticos (SCF). Por otra parte, postula como un candidato
idoneo para procesos de extraccion, siendo una de las etapas finales del proceso de
polimerizacion planteado en este proyecto, ya que permite la separacion de monomero sin
reaccionar y algunos oligémeros formados, del polimero final deseado (PCL) (Santos et al.,
2012; Loeker et al., 2004).
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La densidad de un SCF puro cambia facilmente mediante variaciones relativamente pequefias
de presion y temperatura. Por otra parte, la viscosidad de un SCF es bastante baja, pero puede
aumentar con la temperatura, y junto con la alta difusividad que estos fluidos presentan,
produce fendmenos de transporte interesantes en fases condensadas. Los fluidos
supercriticos, en particular el CO,, influencian las propiedades de los componentes con los
que son mezclados y se disuelve sustancialmente en fases condensadas, junto con la
capacidad de disolver componentes mas all& de su presion de vapor. Debido a la tensién
superficial practicamente nula de los SCF, al solubilizar algunos liquidos, afecta su tension
superficial, disminuyéndola, lo que le permite a la mezcla fluir libremente en superficies
porosas Yy espacios pequefios, promoviendo el contacto con los sitios activos en reacciones,
por ejemplo, de polimerizacion. La solubilidad en fases gaseosas y condensadas es una de
las principales propiedades de los SCF, pero para disefiar correctamente los procesos y para
entender la fenomenologia si alguna condicidn operacional cambia, hay que relacionar esta

propiedad con el equilibrio termodinamico de fases (Brunner, 2010).

Estos fluidos son una herramienta flexible para procesar materiales, han sido aplicados a
procesos de transferencia de masa, procesos de transicion de fases, como medio de reaccion
y en procesos relacionados con materiales y nanomateriales. Para que éstas aplicaciones
resulten exitosamente, las propiedades de los SCF, junto con las de los materiales procesados
deben estar claramente determinadas y un conocimiento fundamental del complejo
comportamiento de éstos es primordial. Sin embargo, si bien las propiedades de los SCF
estan bien establecidas, ain no son totalmente explotadas para aplicaciones industriales
(Parker et al., 2009; Weidner, 2009; Nunes da Ponte, 2009; Kiran, 2009; Erkey, 2009).

Dentro de las reacciones que pueden ocurrir en medios supercriticos, esta la fabricacion de
polimeros, donde las propiedades del CO> en particular lo posicionan como candidato ideal
para reemplazar solventes organicos (Brunner, 2010). Asi, se abre nuevas oportunidades para
el uso de los SCF mas alla de los procesos extractivos aplicados a los alimentos, que es el

principal uso que se le da.

Para poder entender un poco mas sobre los SCF es necesario analizar sus caracteristicas,
propiedades y ventajas. Un SCF es aquel compuesto puro, cuya presion y temperatura se

encuentra por encima de sus valores criticos (Tc¢ y Pc) (Bruner, 2005).
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La Fig. 2 muestra un diagrama de fases de presion versus temperatura de un compuesto puro,
destacando la region y las condiciones a las cuales el fluido se convierte en condicién

supercritica, i.e., en un estado entre los estados liquido y gaseoso.
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Figura 2. Diagrama de fases de un componente puro, donde se destaca la region del
estado supercritico. (Adaptado de Brunner, 2005).

La Tabla 2 presenta las propiedades fisicas caracteristicas de un fluido supercritico,

comparadas a las propiedades de un liquido o un gas.

Tabla 2. Valores caracteristicos de las propiedades fisicas de un fluido supercritico.
(Adaptado de Brunner, 2005).

) Densidad Difusividad Viscosidad
Estado del fluido
(kg m?) (m?kg™) (kgm*s™)
Gas
P=0,1MPa T=15-30 °C 0,6- 2,0 0,01 -0,04 (0,6 - 2,0))(10‘5
Liquido

P=0,1MPa T=15-30°C 600 — 1.600 (0,2 - 2,0)x107% (0,2 - 3,0)x1073
Fluido supercritico

P=P. T=T. 200 - 500 0,7x10~* (1,0 - 3,0)x107°

P=4P; T= T 400 - 900 0,2x10~* (3,0 - 9,0)x107>
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De la Tabla 2, se puede apreciar que un fluido supercritico presenta densidades similares a
los liquidos, sin embargo, presenta difusividades de hasta 2 6rdenes de magnitud mayor, y
por otra parte viscosidades cercanas a los gases. Estas caracteristicas le confieren un a fluido
supercritico propiedades que lo hacen idéneo para diversas aplicaciones, al ser volatil y
facilmente separable como los gases y densos como los liquidos, pero con altas difusividades,

lo que le confiere al fluido un alto poder de solvente.

En cuanto a la solubilidad de los SCF, la Fig. 3 muestra la solubilidad de una sustancia de
baja volatilidad como es el caso de la e-CL, en un fluido supercritico, por ejemplo, CO>. Para
el caso de fluidos supercriticos, cuya temperatura sea mayor a la temperatura critica, se
observa distintos comportamientos dependiendo del rango de presiones a las que se encuentre
el fluido. Para el caso de presiones bajas (bajo 10 MPa), la solubilidad de la sustancia poco
volatil en el SCF disminuye con la temperatura, asi como también la densidad lo hace a una
de manera considerable, mientras que cuando se esta en presencia de altas presiones (superior
a 10 MPa), la solubilidad aumenta cada vez que lo hace la temperatura, a una presion

constante y la densidad del solvente disminuye a una razon bastante menor (Brunner, 2005).

Solubilidad del soluto —»

8 Temperatura —

Figura 3. Variaciones en la solubilidad de una sustancia de baja volatilidad, por ejemplo
e-CL, en funcién de la temperatura, la presion del proceso y la densidad del solvente.
(lineas segmentadas corresponden a condiciones isobaricas, y las lineas punteadas
corresponden a condiciones de densidad constante). (Adaptado de Brunner, 2005).
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El CO; es el SCF més usado como solvente en aplicaciones de extraccion en la industria de
los alimentos. Aparte de ser barato y facilmente obtenible con alta pureza, es seguro de
manejar y al ser reciclado no contribuye al problema ambiental sobre el CO..

El scCO. tiene distintas propiedades, dentro de las que destaca las siguientes (Del valle &
Aguilera, 1999), lo que lo hace una excelente opcion para su utilizacién en una ROP, evitando

el uso de solventes toxicos.

¢ Disuelve componentes no polares o ligeramente polares.

e EIl poder solvente es alto para componentes de bajo peso molecular, y disminuye
cuando el peso molecular del soluto aumenta.

e ElscCOqtiene alta afinidad con compuestos organicos oxigenados de peso molecular
medio.

e El agua presenta una baja solubilidad, menor a 0,5% en peso a temperaturas menores
a 100 °C.

e ElscCO2es capaz de separar componentes menos volatiles, de mayor peso molecular

0 que sean mas polares a medida que la presién aumenta.

El enfoque del proyecto es producir PCL de una manera amigable con el ambiente y el
cuerpo, por lo que se pretende evitar el uso de solventes y catalizadores toxicos y/o dafiinos
para la salud, debido a las importantes aplicaciones en biomedicina que la PCL presenta, por
lo que a continuacion se estudiaran los autores encontrados en la literatura que presentan un
proceso productivo lo mas similar al utilizado en este proyecto, es decir, estudios que se

basen en el uso de scCO2, como medio de reaccion y CALB como catalizador de la reaccion.

Autores como Loeker et al. (2004) y Santos et al. (2012) han realizado estudios sobre la ROP
de e-CL combinando las rutas alternativas de produccion de una reaccion enzimatica
(utilizando una lipasa como catalizador) y un solvente en estado supercritico como medio de
reaccion (scCO»). Para Loeker et al. (2004) el principal objetivo fue el anélisis del efecto del
tiempo de reaccidon en el peso molecular del polimero obtenido. Para cada uno de los
experimentos, se mantuvo constante la densidad del CO; en la reaccion, variando asi

proporcionalmente presion y temperatura.
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Los resultados presentados en la Tabla 3 (ensayos 1-8) muestran los pesos moleculares
promedio en nimero (My) obtenidos mediante cromatografia por permeacién de gel (GPC),
junto con los respectivos PDI y el rendimiento de la reaccién, obtenido como el peso de PCL
purificada, dividido el peso de ¢-CL inicial.

Tabla 3. Condiciones operacionales y resultados obtenidos por Loeker et al., 2004 para
una ROP de e-CL, catalizada mediante CALB en scCO-. (Adaptado de Loeker et al., 2004).

Ensayo T P p CO, t Resultados GPC Rendimiento

(°C) (MPa) (kgm?) (h) Ms(Da) My (Da) PDI (%)
1 65 22,06 720 72 26.000 43.000 1,6 95
2 65 22,06 720 24 30.000 51.000 1,7 97
3 65 22,06 720 6 24.000 40.000 16 91
4 65 22,06 720 2 17.000 30.000 1,8 93
5 50 15,86 720 24 22.000 40.000 1,8 98
6 50 15,86 720 6 18.000 29.000 1,6 69
7 35 10,34 720 24 22.000 40.000 1,8 84
8 35 10,34 720 6  12.000 18.000 1,5 70
9 35 8,14 500 24 30.000 47.000 1,5 98
10 35 8,14 500 24 35.000 50.000 1,4 95
11 65 13,86 500 24 35.000 54.000 15 98
12 35 2413 900 24 18.000 37.000 19 75
13 35 8,14 500 24 15.000 23.000 1,5 87
14 35 8,14 500 24 14.000 23.000 1,4 38

Los resultados muestran que a tiempos cortos de reaccion la reaccion presenta polimeros de
cadena corta, con pesos moleculares y conversiones menores, mientras que para tiempos
extensos de reaccion (72 horas) se tiene presencia de degradacion parcial del polimero,
debido posiblemente a la naturaleza reversible de la reaccion o a mecanismos de
transesterificacion secundarios, ya que el peso molecular es menor frente a una reaccion de
24 horas. Asi, la primera parte del experimento muestra los mejores resultados para tiempos

de reaccion de 24 horas, donde se obtiene mayores pesos moleculares y conversiones.
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La temperatura del sistema también mostro influencias en el polimero final. Los autores
Loeker et al. (2004) comparan polimeros obtenidos a densidad constante del medio,
disminuyendo la temperatura de 65 °C (ensayos 1-4) a 50 °C (ensayos 5 y 6) y finalmente a
35 °C (ensayos 7'y 8). Se puede observar que se reportan disminuciones en el peso molecular
final conforme disminuye la temperatura, pese a que al comparar los ensayos 5y 7 se obtiene
pesos moleculares idénticos, al igual que los PDI. No obstante, la diferencia radica en el
rendimiento de la reaccion, donde se observa que a menores temperaturas la conversion de

la reaccion disminuye.

Asi, se establece que mayores temperaturas no solo fomentan la formacion de cadenas
poliméricas mas largas, si no que facilita la conversion del mondmero por lo observado segun

los autores y presentado anteriormente al comparar los ensayos 5y 7.

Otra parte del analisis tiene que ver con el estudio del efecto de la densidad del medio de
reaccion en el polimero obtenido, basdndose en informacion obtenida a partir de estudios de
ROP en solventes organicos, donde se concluye que la concentracion de CO; en la reaccion
tiene una importante influencia en la polimerizacion (Kumar & Gross, 2000; Kumar et al.,
2000). Los resultados de los ensayos 7, 9 y 12 (a temperatura constante), muestran que a
partir de una disminucion en la densidad del medio, se logra un aumento en la concentracion

de e-CL en la reaccion, repercutiendo en un polimero de mayor peso molecular.

Finalmente se analiza el efecto de la cantidad de enzima presente en la reaccion en los
resultados. Dicha variable resulta ser crucial tanto en el peso molecular del polimero obtenido
como en la conversion de la reaccién. Los experimentos correspondientes a los ensayos 1-12
fueron realizados con un 10 % de enzima, mientras que los correspondientes a los ensayos

13y 14 fueron realizados con un 5y 2,5 % de enzima respectivamente.

Al comparar los ensayos 9, 13 y 14, donde todas las condiciones se mantienen constantes,
excepto por el contenido de enzima, se aprecia que tanto el peso molecular como el
rendimiento de la reaccion se reducen drasticamente conforme disminuye la concentracion

de enzima.
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En base a los resultados, los autores (Loeker et al., 2004) concluyen que la polimerizacion
en scCO: tiene efectos similares en el peso molecular del polimero y en la conversion al ser
comparados con reacciones usando tolueno como solvente (Kumar & Gross, 2000),
ratificando asi la posibilidad de producir PCL mediante una ruta de produccidn alternativa,

usando una enzima como catalizador y scCO2 como medio de reaccion.

La investigacion realizada por Santos et al. (2012) tuvo como objetivo estudiar el efecto de
distintas variables en la reaccién (presion, temperatura, densidad, contenido de enzima y
contenido de agua) en el tamafio de la cadena del polimero y el respectivo PDI. A
continuacion, se presenta la Tabla 4, donde se muestran los resultados obtenidos por los
autores.

Tabla 4. Condiciones operacionales y resultados obtenidos por Santos et al., 2012 para una
ROP de e-CL, catalizada mediante CALB en scCO.. (Adaptado de Santos et al., 2012).

T(°C)/ pCO, Enzima Agua Recuperacion Mn Mw

Ensayo PDI
P(MPa) (kgm?®)  (%p/p) (%p/p) (%) (Da)  (Da)

1 35/8,3 560 1 0 - - - -
2 65/14,5 530 1 0 - - - -
3 35/8,3 560 10 0 - - - -
4 65/14,5 530 10 0 100 3.893 7.639 1,96
5 35/8,3 560 1 2 - - - -
6 65/14,5 530 1 2 - - - -
7 35/8,3 560 10 2 96,19 1252 1.867 1,49
8 65/14,5 530 10 2 92,77 2105 3.129 1,49
9 50/11,4 540 55 1 91,16 2.224 3567 1,60
10 50/11,4 540 55 1 93,93 2.064 3.023 1,46
11 50/11,4 540 55 1 93,45 2555 3.957 155
12 65/18,0 660 10 0 79,22 7.419 14550 1,96

Los autores proponen experimentos basados en mantener constante la densidad del COz en
la reaccion (variando proporcionalmente presion y temperatura), y asi analizar variables

como contenido de enzima, contenido de agua, y presion y temperatura como un conjunto.
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De acuerdo a lo que obtuvieron los autores, como primera observacion se tiene que hay
reacciones que no produjeron PCL, tal es el caso de reacciones llevadas a cabo con un
contenido de 1% en peso de enzima, por lo que se rectifica lo expuesto por Loeker et al.

(2004) respecto al contenido 6ptimo de enzima en la reaccion.

A partir del resto de los resultados se infiere que bajas presiones y temperaturas no favorecen
la formacidn de cadenas largas de PCL, mientras que para presiones y temperaturas mayores

(65 °C y 14,5 MPa) se obtiene PCL de mayor peso molecular.

La concentracion de agua en la reaccion también mostr6 influencias en el polimero obtenido.
Los resultados muestran que, a menor contenido de agua en la reaccidn, mayor sera el peso
molecular del polimero obtenido. Esta variable muestra una particular influencia en la
reaccion, ya que autores como Thurecht et al. (2006) exponen la idea de que existe una
relacion inversamente proporcional entre el peso molecular y el contenido de agua en la
reaccion, debido a que dicha variable provoca el cierre de cadenas, formando componentes
ciclicos, interrumpiendo el curso de la reaccion. Por otra parte, los estudios realizados a partir
de e-CL por Albertsson & Srivastava (2008), muestran que el agua actia como iniciador de
la reaccidn, al realizar un ataque nucleofilico del compuesto formado cuando la enzima actla
sobre el monémero. Asi, se plantea la idea de que el contenido de agua en la reaccion no debe
ser excesivamente alto para evitar la formacion de cadenas ciclicas, pero sin embargo debe
haber cierto contenido de agua que permita el inicio de la reaccién y asi lograr producir PCL

de mayor peso molecular.

A continuacién, se adjunta la Fig. 13, donde se muestra un ejemplo del ataque nucleofilico
que realiza el agua al complejo formado por la enzima y el monémero presentado por
Albertsson & Srivastava, (2008).
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Figura 4. Mecanismo de polimerizacién por apertura de anillos catalizado mediante una
lipasa, donde se observa el ataque nucleofilico que realiza el grupo carboxilo presente en
el radical, por ejemplo agua, al complejo formado por la enzimay el monémero. (Adaptado

de Labet & Thielemans, 2009).

Debido a las complicaciones que existen con el proceso convencional de produccién de PCL
mediante la reaccion de polimerizacién por apertura de anillos, utilizando catalizadores y
solventes potencialmente toxicos para la salud y el ambiente, lo que dificulta su aplicacion,
principalmente en biomedicina, donde se requiere un polimero lo més biocompatible posible,
se propone el estudio del proceso alternativo de produccion de PCL a partir de un catalizador

enzimatico y un solvente inocuo, como es el caso de la CALB y el scCO> respectivamente.

Si bien ya existen estudios que combinan dichas alternativas, el presente estudio incluye el
montaje y puesta en marcha de un sistema experimental que pueda reproducir las condiciones
para la produccion biocatalizada de PCL a alta presion, junto con el proceso de extraccion a
alta presion con scCO> de subproductos o sustrato remanente en la reaccion. Siendo el Unico
sistema en el pais capaz de replicar la realizado por otros autores.

Por otra parte, en etapas posteriores a esta investigacion, se plantea la posibilidad de utilizar
dicho sistema experimental para producir PCL uniendo las reacciones de produccion tanto
de mondémero como de polimero, realizando un solo proceso en serie, evitando etapas

intermedias de separacién de e-caprolactona.
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2. Objetivos

El objetivo general de esta memoria de titulacion es montar, poner en marcha y estudiar
sistema experimental para la produccion de poli(e-caprolactona) mediante una reaccion de
polimerizacion por apertura de anillos, usando la enzima Lipasa B de Candida antarctica
como catalizador, en un ambiente con dioxido de carbono supercritico como solvente y

medio de reaccion.

En base al objetivo general de la investigacion, se plantean los siguientes objetivos

especificos.

1. Montar y poner en marcha una unidad experimental para la reaccién de

polimerizacion por apertura de anillos a alta presion.

2. Desarrollar una metodologia de operacion de la unidad experimental que permita
replicar las condiciones reportadas en la literatura para la produccion de

poli(e-caprolactona).

3. Determinar las principales variables que influyen en el peso molecular final del
polimero en la reaccidn de polimerizacidn por apertura de anillos a alta presion de

e-caprolactona a poli(s-caprolactona), utilizando diéxido de carbono supercritico.

4. Analizar la poli(e-caprolactona) producida mediante resonancia magnética nuclear

para determinar su peso molecular.
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3. Materiales y métodos

3.1. Solventes y reactivos

Para realizar la reaccion de polimerizacion de e-CL para producir PCL se utiliza dos
mondmeros distintos, uno proporcionado por la empresa estadounidense Sigma-Aldrich
(Saint Luis, MO) de 97% de pureza y el otro adquirido de la empresa AK Scientific (Union
City, CA) de 99% de pureza. Como catalizador se utilizd la enzima Lipasa B de Candida
antarctica. también administrada por Sigma-Aldrich (Saint Luis, MO), mientras que para el
medio de reaccién se utilizo CO2 provisto por Indura S.A (Santiago, Chile) de 99,9% de
pureza, llevado a condiciones supercriticas mediante aumento de presion y temperatura. Para
el proceso de separacion del polimero se utilizé cloroformo analitico de alta pureza para
laboratorio y uso industrial especializado, adquirido de la empresa J. T. Baker (Phillipsburg,
NJ).

3.2. Montaje y puesta en marcha del sistema experimental

El montaje y la puesta en marcha del sistema experimental se realiza en conjunto con la
empresa alemana Eurotechnica GmbH (Bargteheide, Alemania), por lo que se incluyen
etapas de capacitacion en seguridad, manejo y operacién de un reactor/extractor a alta presion
a cargo del Dr.-Ing. Phillip Jaeger. El montaje del sistema experimental incluye los sistemas
de pre-enfriamiento y agitacion, externos al reactor/extractor, mientras que la puesta en

marcha incluye reacciones de prueba para corroborar el correcto funcionamiento del equipo.

3.3.  Condiciones operacionales propuestas

Debido a la gran cantidad de variables que afectan a la reaccidn, se opta por blogquear algunas
de estas, manteniéndolas constantes a lo largo de la investigacion y estudiar otras, para poder
realizar un estudio mas acabado sobre el efecto que tienen estas variables operacionales en
el peso molecular del polimero final y concluir si existen diferencias significativas entre las
distintas condiciones propuestas, cimentando las bases de investigaciones futuras y aspirando

a poder optimizar el proceso y lograr escalarlo industrialmente.
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A continuacion, se explica que variables se mantienen constantes y cuales se modifican para

analizar su influencia en el polimero final.

La temperatura se mantiene constante en 65 °C para cada uno de los experimentos, ya que
fue la temperatura a la que se ha obtenido mejores resultados hasta el momento (Santos et
al., 2012; Loeker et al., 2004) y a su vez corresponde a una temperatura cercana a la
temperatura 6ptima para la actividad enzimatica del catalizador utilizado (60 °C, Thurecht et

al., 2006). Asi, la investigacion realizada puede ser comparada con la de otros autores.

El contenido de enzima ha demostrado ser una variable influyente en la reaccion, donde los
mejores resultados se ha obtenido cuando ésta se afiade en un 10% en peso respecto al
monomero (Loeker et al., 2004; Thurecht et al., 2006). Asi, esta variable también se mantiene
constante a lo largo de los experimentos, siendo un 10%. A su vez, previa su utilizacion, es
necesaria una etapa de activacion de enzima, la cual consiste en llevar la enzima a 40°C

durante una hora para reducir su contenido de humedad (Santos et al., 2012).

El contenido de agua segun distintos autores es una variable que no debe ser excesivamente
alta para evitar reacciones secundarias, pero a su vez tampoco muy baja, ya que el agua actlia
como iniciador de la reaccion (Santos et al., 2012; Thurecht et al., 2006; Albertsson &
Srivastava, 2008). Por consiguiente, se utilizan mondmeros de 97% y 99% de humedad para

analizar el efecto de la cantidad de agua presente en la reaccién en la PCL formada.

La presion de operacion repercute en la densidad del CO; en el sistema, por lo que es una
variable bastante influyente (Kumar & Gross, 2000; Kumar et al., 2000; Loeker et al., 2004).
De acuerdo a los experimentos realizados por Santos et al. (2012) para densidades similares,
los mejores resultados fueron obtenidos a condiciones medias de presion y temperatura, es

por esto que se realizan experimentos a 14,5 y 20 MPa.

El tiempo de reaccidn es una condicion de operacion que tiene una amplia variacion entre los
distintos estudios realizados, con tiempos que van desde 2 a 72 horas (Santos et al., 2012;
Loeker et al., 2004). Por limitaciones de seguridad, aspecto altamente importante a la hora
de trabajar con altas presiones, no se puede realizar reacciones prolongadas, ya que la
reaccion debe ser monitoreada en todo momento. Por consiguiente, se propone estudiar el

efecto del tiempo de reaccion realizando experimentos a 2 y 4,5 horas.
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La agitacion, si bien es una variable que ayuda a la transferencia de masa en la reaccion y
por lo tanto acelera el proceso, no ha sido una variable estudiada en extension, por lo que no
se estudia el efecto que tiene sobre el polimero final. Debido a lo anterior, se decide
mantenerla constante a lo largo de todas las reacciones, sin embargo, por limitaciones del

equipo no es posible determinar el valor.

Teniendo en consideracién las condiciones elegidas para la investigacion, basandose en
estudios anteriores y con la meta del cumplimento de los objetivos, se presenta a continuacion
los diferentes experimentos realizados, cada una de éstos en triplicado, para luego realizar un
andlisis estadistico de intervalos de confianza para poder determinar la significancia del
efecto de las distintas variables estudiadas. Las condiciones que se mantienen constantes
durante los experimentos son la temperatura (65 °C), el contenido de enzima (10% en peso)

y la agitacion. Asi, los experimentos realizados son los siguientes:

1) ROP durante 4,5 h a 14,5 MPa con un monomero de 99% de pureza
2) ROP durante 4,5 h a 20 MPa con un monoémero de 99% de pureza
3) ROP durante 2 h a 20 MPa con un monémero de 99% de pureza

4) ROP durante 2 h a 20 MPa con un monémero de 97% de pureza

3.4. Procedimiento experimental

El equipo de alta presion utilizado para esta investigacion fue disefiado y elaborado por la
empresa alemana Eurotechnica GmbH y consiste de un reactor enchaquetado de 280 cm?® con
dos canastos interiores. La temperatura del sistema se fija mediante un controlador de
temperatura, mientras que la presion del sistema se controla usando una valvula reguladora
de contrapresion (BPR por sus siglas en inglés), proporcionado por la empresa Tescom (Elk

River, MN), asegurando que la presion aguas arriba se mantenga constante.
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El sistema cuenta con un bafio frio que se asegura de mantener el CO2 en estado liquido y
evitar la cavitacion de la bomba de accion neumatica que impulsa el CO> al interior del
reactor. Por otra parte, el sistema cuenta con un precalentador que calienta el CO> para asi
disminuir el consumo energético del reactor y el tiempo que toma el sistema en llegar a las

condiciones operacionales. El montaje experimental se muestra a continuacion en la Fig. 4.

Flujometro

BPR

Colector

Pistones

$ $ acumuladores

Figura 5. Montaje experimental utilizado para la reaccion. (Adaptado de Manual de
Operacién HPE 1ab500, ser no 365, Eurotechnica GmbH, Alemania).

El procedimiento comienza masando los canastos, junto con perlas de vidrio para asi reducir
el consumo de COg, utilizando una balanza analitica. Adicionalmente se masa 1 g de enzima,
junto con 10 g de e-CL, con el fin de mantener constante la condicién de 10% en peso de
enzima con respecto al monémero. Posteriormente se lleva a la enzima a las condiciones
Optimas de actividad, precalentando la enzima a 40 °C durante una hora para reducir su
contenido de humedad.

Luego de realizar la activacion de la enzima, se cierra las valvulas de purga (V2), de salida
(V3) y BPR para realizar una reaccién batch y se procede a cargar el reactor con e-CL y
enzima. Se monta el agitador y se fija la temperatura del sistema en 65 °C, para luego abrir
la valvula de entrada (V1) y bombear el CO: al reactor hasta alcanzar la presion de sistema

(ver condiciones en la seccion 3.3. Condiciones operacionales propuestas) y finalmente
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cerrar la valvula de entrada (V1) y apagar la bomba de manera simultanea. A partir de este
momento la reaccion comienza y se mantiene las condiciones operacionales durante el
tiempo que dure la reaccion. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se despresuriza el
sistema abriendo la vélvula de salida (V3) y usando la valvula BPR se controla el flujo de
descarga, y mediante la ayuda de un flujometro conectado a la salida del reactor se mide la

cantidad de CO presente en la reaccion.

Como resultado de la reaccion, se obtiene el polimero producido, junto con mondémero
remanente de la reaccion y el resto de subproductos, tales como oligomeros u otros
compuestos de bajo peso molecular resultantes de reacciones secundarias de
transesterificacion. En consecuencia, la segunda parte de la experimentacion corresponde a
la extraccion con scCO, donde el fluido arrastra el resto de componentes livianos,
depositandolos en un colector al final del sistema y dejando el polimero obtenido al interior
del reactor, debido a la diferencia en el peso y la solubilidad de las sustancias. Asi, es
necesario volver a cargar el sistema con CO; hasta alcanzar una presién de 20 MPa, y
mediante la valvula BPR se controla el flujo de salida, procurando que la presion se mantenga
constante en el reactor y que el flujo de salida no sea demasiado elevado para evitar la
disminucion excesiva de la temperatura por expansion del CO2, pudiendo dafiar el equipo
(conductos y/o colector). Una vez concluida esta etapa, se despresuriza nuevamente el

sistema y se da por finalizado el experimento.

Luego de dar por finalizado el experimento, se tiene dentro del reactor la enzima catalizadora
junto con el polimero obtenido y se procede a masar tanto los contenedores interiores como
el colector, donde se depositaron tanto subproductos como mondmero sin reaccionar para

luego realizar el cierre de los balances de materia.

Debido a que se esta en presencia de una mezcla heterogénea sélida de enzima, perlas de
vidrio y polimero producido, es necesario solubilizar el polimero deseado en cloroformo,
basandose en la alta solubilidad que estos compuestos presentes, ya que no es separable
facilmente por métodos mecénicos. Para esto, una vez realizada la solucion de PCL-
cloroformo, es posible separarlo de las perlas y la enzima, y con la ayuda de un filtro de
membrana de nylon y una jeringa, se deposita la solucion obtenida en viales para ser llevados

a analisis de resonancia magnética nuclear.
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3.5.  Meétodo de analisis

El proceso de analisis del peso molecular promedio en nimero (My) del polimero obtenido
es llevado a cabo por el Centro de Investigacion Biomédica (CIB) de la Universidad de los

Andes mediante la técnica de resonancia magnética nuclear (RMN).

Debido a que el proceso de analisis como tal del polimero se realiza por terceros, éste se
encuentra fuera de los objetivos del proyecto. Sin embargo, se realiza una breve descripcion

del proceso de obtencién del peso molecular promedio en nimero en el Anexo 2.
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4.  Resultados y discusion

Los resultados presentados para esta investigacion incluyen la validacion del sistema
experimental propuesto, la corroboracion mediante resonancia magnética nuclear del
polimero producido y el posterior estudio y andlisis del efecto en el peso molecular del
polimero de las distintas condiciones operacionales propuestas, con el fin de discutir los
resultados y plantear conclusiones y trabajos futuros que permitan la optimizacion,

escalamiento y produccion sustentable de PCL

4.1. Validacion del montaje y la puesta en marcha del sistema experimental

Para la validacion del montaje y la puesta en marcha del sistema experimental se realizd 2
reacciones de prueba, sin el sistema de agitacidn, ya que el objetivo era corroborar el correcto

funcionamiento del reactor/extractor.

El polimero producido fue analizado mediante resonancia magnética nuclear, lo que entregd
pesos moleculares de 8.129 Da en promedio para una reaccion llevada a cabo a 2 h, 20 MPa,
con un monoémero de 97% de pureza. Al comparar estos resultados con los obtenido para las
mismas condiciones, pero con agitacion (ver Tabla 5, condicion 4) se observa que con el
sistema de agitacion se obtiene polimeros con un peso molecular de 2,5 veces mayor en
promedio, lo que valida la obtencion de polimero mediante el sistema experimental propuesto

y por otra parte el efecto del sistema de agitacion en el polimero producido.

Si bien los resultados para el resto de las condiciones (condiciones 1, 2 y 3 presentados en la
Tabla 5), muestra polimeros de entre 6.161 y 12.192 Da, estos resultados no son comparables
con lo obtenido sin agitacién, ya que el monémero utilizado para dichas reacciones posee un
99% de pureza, lo que puede dar un indicio de la importancia del contenido de agua en el
sistema por sobre la agitacion, sin embargo, el efecto de dicha variable sera estudiada mas

adelante.
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4.2.  Validacién del polimero obtenido mediante RMN

En primer lugar, antes de analizar el peso molecular del polimero producido, se analiza y se
comprueba si luego de la reaccion llevada a cabo se obtuvo efectivamente el polimero
deseado, para esto, se comparan los espectros obtenidos mediante RMN con un espectro

estandar de PCL comercial.

Para el analisis se adjuntan a continuacion las Figuras 6 y 7. La Fig. 6 muestra tres espectros
distintos (en azul y verde dos espectros de dos reacciones distintas y en rojo la PCL
comercial). La Fig. 7 muestra la superposicion de estos espectros para facilitar la

comparacion.

F.Zacconi-RLA-PCL-Vid-Ref

33

F.Zacconi-RLA-PCL-Vid-Petri

22

F.Zacconi-RLA-PCL-Com

11

9 8
f1 (ppm)

Figura 6. Espectros obtenidos mediante RMN. Los dos primeros corresponden a dos
muestras analizadas (espectros azul y verde), mientras que el Gltimo corresponde al
espectro obtenido para PCL comercial (espectro rojo).
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Figura 7. Espectro de protones superpuestos. Se destacan los picos correspondientes a los
distintos grupos funcionales que componen la cadena polimérica, junto con la molécula de
PCL.

De las Figuras 6 y 7 se observa sutiles diferencias frente al espectro de la PCL comercial,
presentando picos correspondientes eventualmente a otros compuestos, derivados tanto de la
enzima solubilizada al momento de la separacion final del polimero, como de posibles
subproductos formados por transesterificacion o sustrato sin reaccionar. Sin embargo,
también se observa que tanto los espectros de los polimeros obtenidos en el laboratorio como
el espectro de la PCL comercial presentan picos comunes, correspondientes a los distintos
grupos funcionales de los que esta compuesta la molécula, por lo que se puede inferir que se
estd en presencia de PCL en el polimero producido en el laboratorio con las condiciones

propuestas.

Cabe destacar que el proceso de comparacion se realizd para cada una de las muestras
obtenidas y analizadas. Los espectros adjuntos con anterioridad se muestran con fines

explicativos del procedimiento de validacion.

42



4.3. Validacidn de los resultados mediante comparacién con la literatura

El peso molecular (Mn) obtenido mediante RMN para cada una de las ROP realizadas en
triplicado se muestran a continuacion en la Tabla 5 (ver condiciones en la seccion 3.3.

Condiciones operacionales propuestas).

Tabla 5. Resultados obtenidos para una ROP de e-CL catalizada mediante CALB en
scCO; para cada una de las condiciones operacionales estudiadas.

Condiciones Réplicas M (Da) Promedio (Da)
1 13.492

10.656 12.196

12.440

9.358

8.398 8.826

8.723

5.801

5.037 6.161

7.646

26.065

18.557 20.811

17.812

W N P W N P DN PPN

De acuerdo a los resultados obtenidos para las primeras condiciones operacionales estudiadas
(Ver seccion 3.3. Condiciones operacionales propuestas), presentados en la Tabla 5, se
obtiene en promedio un peso molecular de 12.200 Da, con pesos moleculares que van desde
los 10.700 a los 13.500 Da aproximadamente.

Los resultados obtenidos por Santos et al. (2012) (ver Tabla 4), para reacciones realizadas a
65 °C y 14,5 MPa muestran pesos moleculares de 2.100 y 3.900 Da, mientras que para
reacciones a 15 MPa se obtiene un peso molecular de 1.150 Da, sin embargo, todas las

reacciones fueron realizadas durante 2 horas.
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Al comparar los resultados obtenidos para las primeras condiciones operacionales estudiadas
con los de Santos et al. (2012) (ver Tabla 4), se puede encontrar diferencias sustanciales en
el peso molecular, siendo mucho mayor los obtenidos en esta investigacion. Dicha diferencia
se puede atribuir principalmente al tiempo de reaccidn, no obstante, es necesario un estudio
de intervalos de confianza para evaluar si efectivamente dicha diferencia el tiempo es una
variable influyente en la reaccion. Por otra parte, el estudio realizado por Santos et al. (2012),
obtuvo los pesos moleculares mediante un anélisis GPC, mientras que el presente estudio se

basa en un analisis de RMN, lo que puede influir a su vez en las diferencias obtenidas.

En cuanto a los resultados expuestos por Loeker et al. (2004) (ver Tabla 3) para reacciones
a las condiciones similares a la estudiadas, los autores obtienen un polimero de 35.000 Da
para una reaccion llevada a cabo a 65 °C y 14 MPa, un valor en promedio 3 veces mayor al
obtenido en la presente investigacion. Estas diferencias son atribuibles principalmente al
tiempo de reaccion, ya que los experimentos realizados por Loeker et al. (2004) fueron
durante 24 horas, un tiempo 12 veces mayor, donde se le puede dar el tiempo necesario a la
reaccion para que sea llevada a cabo en su totalidad y aumente tanto la conversién como el
tamano de las cadenas poliméricas. Sin ir mas lejos, el peso molecular y la conversion (98%)
del polimero obtenido por los autores fue el mayor dentro del resto de condiciones estudiadas
lo que se condice con lo obtenido para esta investigacion, ya que estas condiciones presentan
los mejores resultados para un monémero de 99% de pureza, mismo valor que el utilizado

por los autores anteriormente citados.

Las segundas condiciones operacionales estudiadas (Ver seccion 3.3. Condiciones
operacionales propuestas), correspondientes a los resultados mostrados en la Tabla 5, arrojan
polimeros de peso molecular de entre 8.400 y 9.400 Da aproximadamente, con un promedio
de 8.800 Da.

Segun los experimentos realizados por Santos et al. (2012) (ver Tabla 4) para las condiciones
similares a las segundas condiciones estudiadas (ver seccion 3.3. Condiciones operacionales
propuestas), a 20 MPa y 65 °C, el peso molecular obtenido es de entre 1.100 y 1.500 Da,
siendo en promedio un 85% menor que las obtenidas en este estudio. Sin embargo, el
monomero utilizado por Santos et al. (2012) fue de 97% de pureza y adicionalmente se le

agrega mas agua. De acuerdo a estos resultados, se puede ver que el exceso de agua presente
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en la reaccion promueve reacciones secundarias que impiden el crecimiento de cadenas

poliméricas, formando incluso cadenas ciclicas de menor peso.

Adicionalmente los autores obtienen un polimero de 7.400 Da sin agregar agua al sistema, a
una presion de operacion de 18 MPa y una temperatura de 65 °C, lo que se acerca més a los
resultados expuestos con anterioridad, pese a que los autores realizan las reacciones con un
tiempo de reaccion de 2 horas, lo que explica en parte esta pequefia diferencia, teniendo adn

que rectificarla o refutarla segun el estudio de significancia correspondiente.

Al comparar los pesos moleculares obtenidos a partir de las segundas condiciones (ver Tabla
5), con los resultados que obtienen los autores Loeker et al. (2004) (ver Tabla 3), se observa
diferencias importantes, donde dichos autores obtienen polimeros de pesos moleculares

notoriamente mayores.

Para una reaccion a 65 °C y 22 MPa, los autores obtienen polimeros de pesos moleculares
que van desde los 17.000 hasta los 30.000 Da, para reacciones con 2, 6, 24 y 72 horas de
tiempo de residencia siendo estos resultados 2 a 3,5 veces mayor a los 8.800 Da obtenidos
para las segundas condiciones operacionales estudiadas. Cabe mencionar que para éstas
condiciones los autores logran los mejores resultados para una reaccion por 24 horas,
mientras que, para una reaccion de 72 horas el peso molecular disminuye, posiblemente
atribuible a la degradacion del polimero debido a la exposicién prolongada a altas presiones

y temperaturas.

Dichas diferencias son atribuibles posiblemente al control sobre otras condiciones
operacionales no estudiadas, como la relacién entre e-CL y scCO., debido a que la
conformacion del sistema experimental difiere al usado en este proyecto e impide el control
sobre dicha variable, ya que el resto de las condiciones operacionales replicadas fueron casi

idénticas entre ambos estudios.

Las condiciones 3 y 4 estudiadas (ver seccion 3.3. Condiciones operacionales propuestas), se
comparan con la literatura en conjunto, ya que estas reacciones variaron solamente en el
grado de pureza del monomero utilizado, y los autores con los que se realizan dichas
comparaciones también utilizan distintos contenidos de agua para la reaccion de

polimerizacion.

45



La Tabla 5 muestran pesos moleculares de 6.200 y 21.000 Da aproximadamente para las
condiciones 3 y 4 respectivamente. En primera instancia, se esta en presencia de notorias
diferencias entre los monémeros utilizados, ya que el resto de las condiciones se mantuvo
constante en ambas reacciones, sin embargo, el estudio de la influencia de las variables se
realizard en el punto siguiente, mientras que para esta oportunidad se da lugar a la

comparacion con la literatura.

Las reacciones llevadas a cabo por Santos et al. (2012) (ver Tabla 4) a 20 MPa y 2 horas de
tiempo de residencia muestran pesos moleculares de 1.300 Da aproximadamente. Dichos
resultados son ampliamente inferiores a los presentados en este estudio a pesar de haber
tenido el mismo tiempo de reaccidn, sin embargo, al igual que lo discutido para las segundas
condiciones, los autores utilizan agua adicional, lo que puede ser contraproducente ya que un
exceso de agua en la ROP, segun Thurecht et al. (2006), dara lugar a cadenas poliméricas
mas cortas de menor peso molecular, debido al cierre de cadenas que el agua provoca,

interrumpiendo el curso normal de la reaccion.

Si se realiza una comparacion con los resultados obtenidos por Loeker et al. (2004) (ver
Tabla 3), se esta en presencia de un fendmeno interesante. Los autores realizan reacciones de
polimerizacion a 65 °C y 22 MPa a distintos tiempos de residencia. Una reaccién de 2 horas
de tiempo de reaccion, entrega un polimero de 17.000 Da de peso molecular, que al ser
comparado con el peso molecular del polimero producido con un monémero de 99% de
pureza resulta ser bastante mayor, sin embargo, cuando se repitio el experimento con un
mondmero de 97% de pureza, los resultados mejoraron considerablemente, ya que el

polimero obtenido es de 21.000 Da en promedio.

Es en este punto donde se puede inferir que los postulados realizados por Albertsson &
Srivastava, (2008) sobre la propiedad de iniciar la reaccion que tiene el agua presente en la
alimentacion no son incorrectos. Este serd justamente un punto importante de comparacion
y de validacion de la significancia de las variables controladas en la reaccion, el cual sera
estudiado en detalle en la siguiente seccion, con el cual se podra finalmente refutar o

corroborar el postulado.
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4.4. Estudio de la influencia de las variables estudiadas mediante intervalos de

confianza

Durante esta seccion se estudia el efecto que tienen las variables en el polimero producido, y
si presentan diferencias significativas al modificar alguna de ellas, lo que pueda dar indicios
de la direccion a seguir apuntando a la optimizacion del proceso, buscando encontrar las
condiciones Optimas de operacion para poder lograr producir un polimero apto para su
aplicacion comercial, principalmente en el campo de la medicina, donde un polimero de alto

peso molecular es deseado debido a sus caracteristicas estructurales que presenta.

La obtencion de los intervalos de confianza para las distintas condiciones estudiadas se
realiza con un 90% de confianza y dos grados de libertad, ya que cada una de las reacciones

fueron realizadas en triplicado, apuntando a reducir la variabilidad de los datos.

Se opta por un 90% de confianza ya que el proceso no esta estandarizado y la investigacion
se encuentra en una fase méas bien de exploracion. Por otra parte, el equipo no permite replicar
en un 100% las condiciones deseadas, sin embargo, como ya fue demostrado con
anterioridad, el protocolo y la unidad experimental permiten producir polimeros de un peso
molecular medio, superando incluso los obtenidos por algunos autores. Por otra parte, la
eleccion también se fundamenta en otros estudios realizados, como por ejemplo los que

realizaron Santos et al. (2012), donde el analisis estadistico fue con un 90% de confianza.

A continuacion, se presenta la Tabla 6, en la cual estan tabulados los valores para la obtencion
de los intervalos de confianza del peso molecular logrado a partir de las distintas condiciones

operacionales estudiadas junto con los limites resultantes del anélisis.
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Tabla 6. Intervalos de confianza para las distintas condiciones operacionales estudiadas,
junto con los valores a partir de los cuales fueron obtenidos.

Condiciones operacionales

Parametro

1 2 3 4
Mn promedio (Da) 12.196 8.726 6.161 20.811
Desviacion estdndar (Da) 1.434 488 1.341 4.565
Confianza (%) 90 90 90 90
Grados de libertad 2 2 2 2
t critico 292 292 292 292
Limite inferior (Da) 9.779 8.003 3.900 13.115
Limite superior (Da) 14.613 9.649 8.623 28.507

Para facilitar el anélisis en el estudio de los intervalos de confianza de las alternativas

propuestas, se presenta la Fig. 8, donde se encuentran graficados los intervalos de confianza

para cada una de las cuatro alternativas estudiadas.

Peso molecular, M, [Da]
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Figura 8. Intervalos de confianza del peso molecular obtenido para cada una de las
condiciones operacionales estudiadas. El intervalo amarillo (condicién 1) corresponde a
una ROP de 4,5 h; 14,5 MPa 'y 99% de pureza de e-CL. El intervalo verde (condicion 2)
corresponde a una ROP de 4,5 h; 20 MPa y 99% de pureza de ¢-CL. El intervalo rojo
(condicidn 3) corresponde a una ROP de 2 h; 20 MPa'y 99% de pureza de e-CL. El intervalo
azul (condicion 4) corresponde a una ROP de 2 h; 20 MPa'y 97% de pureza de e-CL.
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De la Tabla 6 se desprende los intervalos de confianza para una reaccion llevada a cabo a dos
presiones distintas, 14,5 y 20 MPa respectivamente (Condiciones operacionales 1y 2, ver
seccidn 3.3. Condiciones operacionales propuestas), mientras que el resto de los parametros
se mantuvo constante (temperatura, proporcion de enzima, cantidad de agua, agitacion). Asi,
es posible estudiar el efecto de la presion en el polimero producido, y de encontrar diferencias
entre los pesos molecular logrados, estudiar si esta diferencia es significativa o no, lo que
implicaria que la modificacion de la presion en experimentos futuros asegura resultados

distintos a los obtenidos con anterioridad.

En promedio, una reaccion a 14,5 MPa presenta polimeros con un peso molecular de 12.000
Da aproximadamente, mientras que para una reaccion a 20 MPa el peso molecular del
polimero producido es en promedio aproximadamente 8.800 Da. En primera instancia, se
aprecia que una reaccién a 14,5 MPa produce polimeros de mayor peso molecular que una
reaccion llevada a cabo a 20 MPa, sin embargo, es necesario estudiar los intervalos de

confianza para inferir si esta diferencia es significativa o no.

Con respecto a la Fig. 8, se puede observar que los intervalos de confianza de las condiciones
1y 2 no se solapan y se puede apreciar que una reaccion a 14,5 MPa daria como minimo un
polimero de 9.800 Da aproximadamente, mientras que lo maximo que una reaccion a 20 MPa

podria producir es un polimero de 9.700 Da aprox.

Asi, es posible inferir con un 90% de certeza que las reacciones llevadas a cabo durante 4,5
horas y 14,5 MPa producen un polimero de mayor peso molecular que aquellas realizadas

durante el mismo tiempo, pero a 20 MPa.

Adicionalmente, es pertinente analizar la estrecha diferencia que presentan dichos intervalos
de confianza, pudiendo acrecentar las diferencias si se pudiera replicar mas veces las
reacciones, aumentando los grados de confianza y disminuyendo la variabilidad de los datos,
0 bien aumentando la distancia entre los valores estudiados de la variable objetivo, es decir,
realizar experimentos a presiones menores de 14,5 MPa y otras mayores a 20 MPa para asi

establecer si las diferencias al aumentar o disminuir la presion son mas evidentes.
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De manera complementaria, se discute y fundamenta los resultados a partir de la solubilidad
del monémero utilizado en la reaccion en el COa. El estudio del efecto de la presion del
sistema en la ROP no es un tema sencillo de discutir ni es posible llegar a conclusiones
definitivas al respecto debido al poco conocimiento que se tiene sobre el control de la
reaccion y al efecto que tienen las distintas variables en ésta, teniendo que validar cada una

de las conjeturas realizadas por medio de experimentacion.

A temperatura constante, un aumento en la presion del sistema aumenta la solubilidad del
soluto en el solvente en la fase gaseosa, que es la que permite el transporte y el contacto entre
la enzima y el sustrato (Bender et al., 2010). Deteniéndose en esta observacion, es posible
pensar que a mayores presiones se lograria un mayor peso molecular, debido a que el
monomero estaria mas disuelto en el medio de reaccion, sin embargo, los resultados

obtenidos no lo avalan

Es aqui donde se tiene la primera problematica, ya que no necesariamente al aumentar la
solubilidad se obtienen mejores resultados. La razon de esta situacion radica en que al
encontrarse el monémero mas disuelto en el medio, éste se encuentra mas aislado y por lo
tanto se le dificulta méas la interaccién con el sitio activo de la enzima que es la que facilita
la propagacion de la cadena polimérica. Asi, mediante esta conjetura es posible validar los
resultados obtenidos y se establece la incertidumbre sobre el rango de presiones 6ptimas para
la reaccion, ya que ésta no debe ser demasiado alta para solubilizar un alto porcentaje de
mondmero, disminuyendo asi la disponibilidad de éste en la reaccion, ni tampoco debe ser
demasiado baja, debido a que de no presentar mondémero disuelto en el CO», se dificulta la
interaccion entre la e-CL y la enzima, repercutiendo en polimeros de menores pesos

moleculares.

El segundo estudio a realizar es sobre el efecto del tiempo de residencia en el polimero
formado a través de una reaccion de polimerizacion durante 4,5y 2 horas, para establecer si
a partir de dicha diferencia en el tiempo se obtiene efectivamente polimeros de mayor peso
molecular como se podria esperar segun la cinética de una reaccion. La Tabla 6 muestra los

intervalos de confianza para las dos reacciones llevadas a cabo, donde se indican las
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condiciones para su obtencién (condiciones operacionales 2 y 3 respectivamente, ver seccion

3.3. Condiciones operacionales propuestas).

En primera instancia, se observa que una reaccion de 4,5 horas y 20 MPa produce un polimero
con un peso molecular de 8.800 Da en promedio, mientras que para una reaccién de 2 horas
y 20 MPa se obtiene en promedio un polimero con 6.100 Da de peso molecular. A partir de
esta informacién se podria intuir que una reaccién de 4,5 horas produciria polimeros de
mayor peso molecular, sin embargo, es necesario complementar esta informacion mediante

el andlisis de los intervalos de confianza obtenidos para ambas condiciones.

De la Fig. 8., se aprecia que los intervalos de confianza de las condiciones 2 y 3 se solapan,
al tener que una reaccion de 4,5 horas produce un polimero con un peso molecular de 8.000
Da como minimo, y que el limite superior para una reaccion de 2 horas es un polimero de

peso molecular de 8.400 Da aproximadamente como maximo.

Asi, con un 90% de certeza, se puede inferir que una reaccién de 4,5 horas no necesariamente
entrega polimeros de mayor peso molecular respecto a la misma reaccion llevada a cabo por

s6lo dos horas.

Pese a que el andlisis a partir de los intervalos de confianza sugiere que una reaccion de 4,5
horas no representa diferencias significativas respecto a una reaccion llevada a cabo por 2
horas, es posible analizar otros aspectos que puedan dar indicios de que se esta en la direccion
correcta. Primero que todo, al fijarse en las desviaciones estandar para cada una de las
reacciones, se observa que para una reaccién de 4,5 horas se tiene menor variabilidad, lo que
podria indicar que los polimeros obtenidos a partir de estas condiciones estaran dentro de un
rango mas acotado de pesos moleculares, parametro que se desea mantener lo méas controlado
posible, pudiendo asi inclinarse por esta alternativa frente a una reaccion de dos horas, que

presenta una desviacidn estandar aproximadamente 3 veces mayor.

Si se sostiene la hipdtesis de que a mayores tiempos de residencia se obtiene un polimero de
mayor peso molecular, es necesario plantear la posibilidad de analizar la diferencia respecto

a tiempos de residencia ain mayores en comparacion a las 4,5 horas estudiadas.
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Finalmente, se plantea aumentar la diferencia entre los valores que toma la variable estudiada,
y, en vez de estudiar la diferencia entre reacciones de 2 y 4,5 horas, realizar experimentos
que permitan estudiar una diferencia mayor, como por ejemplo entre reacciones de 2 y 8
horas, con el fin de obtener datos méas concluyentes al respecto, aumentando las diferencias

entre los polimeros obtenidos.

Debido a que existen diversos postulados sobre el efecto del contenido 6ptimo de agua en
una reaccion de polimerizacion, donde se deduce que no es conveniente un contenido elevado
de agua que pueda desencadenar en reacciones secundarias, pero tampoco es recomendable
una ausencia de este compuesto debido a su capacidad de iniciar la reaccién y asi evitar
iniciadores externos (alcoholes o0 amidas), se ha optado por estudiar el efecto de esta variable
en el polimero final obtenido, manteniendo todo el resto de los pardmetros constantes y asi
estudiar la diferencia entre los polimeros, y de encontrarse diferencias, estudiar si esta es
significante 0 no, donde se pueda inferir qué contenido de agua genera polimeros mas

pesados, y por ende mas aptos para su aplicacion industrial.

La Tabla 6 muestra los intervalos de confianza para reacciones llevadas a cabo con
monomeros de 99% y 97% de pureza respectivamente (Condiciones operacionales 3 y 4, ver
seccidn 3.3. Condiciones operacionales propuestas), junto con las condiciones bajo las cuales

fueron obtenidos.

Se puede observar una diferencia notoria entre los pesos moleculares del polimero obtenido
utilizando los distintos mondmeros. Para una reaccion llevada a cabo con un monémero de
97% de pureza, se obtuvo polimeros de un peso molecular de 21.000 Da en promedio,
aproximadamente, mientras que una reaccion utilizando un monémero de 99% de pureza
entrega polimeros de peso molecular de 6.200 Da en promedio, aproximadamente. En una
primera instancia, se puede intuir que una reaccién con monémeros de 97% de pureza
efectivamente entrega diferencias significativas respecto al de 99%, a pesar de presentar una
desviacion estandar elevada, sin embargo, es necesario confirmar dicha hipdtesis mediante

el andlisis de intervalos de confianza.
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Para mayor comodidad y facilidad en el andlisis, observando los intervalos de confianza para
las condiciones 3 y 4 mostrados en la Fig. 8, queda en evidencia que ambos intervalos no se
solapan, sin ir mas lejos, las diferencias son notorias y se logra inferir con un 90% de
confianza que un mondémero de 97% de pureza presenta diferencias significativas positivas

en el peso molecular del polimero obtenido.

Pese a que ambos intervalos de confianza no se solapan, se puede observar una alta
variabilidad en el intervalo de confianza obtenido para una reaccién llevada a cabo con un
monomero de 97% de pureza, por lo que se puede intuir que el contenido de agua en el
sistema genera reacciones secundarias, resultando en un menor control de la reaccién. El
problema radica en que no se tiene conciencia del limite maximo del contenido de agua en la
reaccion sin que ésta pierda control. Es por esto que se propone realizar un test de Fischer
para comparar ambas varianzas y asi obtener informacion sobre el intervalo de confianza que
poseen las varianzas poblacionales de dichas alternativas, lo que puede entregar informacion
sobre si efectivamente un mondémero de 97% de pureza, debido a su mayor contenido de agua

resulta en un menor control en el peso molecular final.

La obtencidn del intervalo de confianza para la razén entre varianzas poblacionales de las
condiciones 3 y 4 esta detallada en el Anexo 3. A partir de dicho intervalo de confianza, se
puede observar que el valor 1 para la razén entre las varianzas poblacionales esta incluido en
el intervalo, por lo que no se puede descartar la idea de que éstas sean iguales. Por
consiguiente, se infiere con un 90% de confianza que la distribucion de las varianzas

obtenidas proviene de varianzas poblacionales iguales.

En funcidn a lo encontrado a partir del test de Fischer realizado, se descarta la idea de que un
mondmero de 97% de pureza entrega resultados con mayor variabilidad y por ende menor
control sobre la reaccidn, por lo que reafirma la importancia de dicha variable en el resultado
final, resultando en polimeros de pesos moleculares mayores, sin perder control sobre la

reaccion.

Analizando mas a fondo los resultados, comparando todos los promedios mostrados en la
Tabla 6, obtenidos para todas las reacciones a distintas condiciones, se puede observar que
el mejor resultado corresponde precisamente al polimero de peso molecular de 21.000 Da
aproximadamente, obtenido mediante una reaccion a 20 MPa y 2 horas, a partir de un
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monomero de 97% de pureza. Dicho resultado es el mejor obtenido al compararlo con el
resto de las reacciones, donde se combinan distintos valores de presion y tiempo de reaccion,
sin embargo, el resto de las reacciones fueron llevadas a cabo a partir de un monémero de
99% de pureza, reafirmando el hecho de que un mayor porcentaje de agua en la reaccion
fomenta el inicio de la reaccién y por ende la obtencion de polimeros de mayor peso

molecular.

Para realizar un correcto analisis y comparar simultaneamente dicho polimero con el resto,
obtenido a partir de las distintas condiciones estudiadas, se debe mirar la Fig. 8, donde se
aprecia que el intervalo de confianza azul, correspondiente al mondémero de 97% de pureza

(cuarta condicion estudiada), es superior al resto, al menos de manera tentativa.

Ya que el andlisis entre la tercera y la cuarta condicion fue realizado recientemente,
resultando en una influencia significativa positiva del contenido de agua, es oportuno
comparar en esta oportunidad la segunda condicion con el intervalo correspondiente a la
cuarta condicion. Ambas reacciones fueron llevadas a cabo a 20 MPa, por lo que se descarta
una influencia de esta variable en los resultados, al mantenerse constante dicho pardmetro,
sin embargo, la segunda condicién propuesta fue realizada por 4,5 horas, por lo que se
deberian esperar polimeros de un peso molecular ligeramente mayor, o al menos no menores,
sin mayores diferencias significativas, como fue demostrado en el estudio del tiempo de

reaccion (ver seccion 4.4.2. Estudio del tiempo de reaccion).

Paradodjicamente, dichos intervalos no se solapan e incluso se observa que la cuarta
alternativa resulta en polimeros significativamente mayores, pese a obtenerse a un menor
tiempo de residencia. Asi, se le adjudica dicha diferencia nuevamente al contenido de agua,

corroborando la inferencia realizada con anterioridad.

Por altimo, se analizan los intervalos correspondientes a la primera y cuarta condicion (ver
Fig. 8). La primera condicion corresponde a la combinacion de las mejores condiciones
esperables, un tiempo de reaccion de 4,5 horas, dandole un tiempo mayor de residencia que
permita un aumento de la cadena polimérica, esperando polimeros de mayores pesos
moleculares, y por otra parte una presion de 14,5 MPa, que como ya se demostré con
anterioridad, esta presion mostro efectos significativamente positivos en el polimero

resultante frente a una reaccion a 20 MPa (ver seccion 4.4.1. Estudio de la presion del
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sistema), como es el caso de la cuarta condicién, que corresponde a una reaccion de menor

tiempo de residencia (2 horas) y 20 MPa.

La primera condicion entrega en promedio polimeros con un peso molecular de
aproximadamente 12.000 Da, mientras que la cuarta alternativa produce en promedio
polimeros de 21.000 Da. Como se observa en la Fig. 8, estos intervalos de confianza se
solapan, por lo que con un 90% de confianza se puede inferir que no se obtienen diferencias
significativas entre estas alternativas. Sin embargo, el solapamiento es minimo y la
desviacion estandar de la cuarta alternativa es 3 veces mayor a la obtenida para la primera
alternativa, por lo que se intuye que, aumentando el niumero de grados de libertad, esta
diferencia podria ir aumentando hasta incluso encontrar diferencias significativas entre

ambas alternativas.

Para rectificar dicha hipdtesis, es posible referirse al Test de Fischer realizado con
anterioridad, donde el intervalo de confianza para las variables poblacionales no encontro
diferencias entre un mondmero de 99% y 97%, por lo que, al realizarse mas réplicas para el

estudio, las variabilidades deberian equipararse, y las diferencias podrian ser mas notorias.

Sin ir mas lejos, la Tabla 5 muestra los resultados para cada uno de los triplicados realizados
para las condiciones 1 y 4 (Ver seccion 3.3. Condiciones operacionales propuestas), donde
se observa que el polimero de mayor peso molecular que se logra con las primeras
condiciones (las mejores propuestas) es de 14.000 Da aproximadamente, mientras que el
minimo peso molecular que se obtiene a partir de la cuarta alternativa, es de 18.000 Da
aproximadamente, aun cuando esta reaccién se lleva a cabo con las condiciones

operacionales menos auspiciosas.

Una vez mas, ya que el efecto del tiempo de reaccién y la presion del sistema fueron
discutidos, se atribuye esta diferencia a la pureza del mondémero, ya que la primeras
condiciones comprenden a un monémero de 99% de pureza, mientas que la cuarta incluye
un monémero de 97% de pureza, intuyendo que mientras menos pureza tenga el sustrato,
mayor sera el contenido de agua que posea Yy, por consiguiente, ésta actlia como iniciador de
la reaccion, resultando en polimeros de mayor peso molecular al facilitar la accién de la
enzimay la propagacion de la cadena polimérica. Notar que existe un rango de contenido de

agua 6ptimo, ya que de aumentar mucho su composicion en la reaccion se perderia control
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de ésta y se fomenta la formacién de reacciones secundarias y polimeros de menor peso
molecular, sin embargo, no se tiene certeza de cuél es el contenido de agua maximo que

pueda.

De manera complementaria, debido a que se tiene conciencia de la importancia del contenido
de agua en la reaccion, tal como distintos autores han demostrado (Dong et al., 1999; Hedfors
et al., 2005), y en base a lo discutido en esta investigacion, se realizo estudios paralelos de
absorcion de agua en el sistema, utilizando silica gel o carbon activado. La metodologia y los

resultados sobre estos estudios se encuentran en el Anexo 4.

4.5. Cierre de balances de materia

El siguiente punto tiene como objetivo mostrar los resultados obtenidos a partir del cierre de
los balances de materia, como recuperacion y rendimiento. Cabe destacar que debido a que
se desconoce la cinética y la conversién de la reaccion, y por ende la cantidad de polimero
obtenido al final de la reaccién, no se puede obtener el dato de rendimiento neto, sin embargo,

a partir de algunos supuestos se presentan datos aproximados.

Como resultado de la reaccion se tiene un colector al final del reactor, donde luego del
proceso de extraccion quedaron depositados tanto subproductos de bajo peso molecular,
como oligdmeros o cadenas cortas junto con parte del monémero que pueda haber quedado
sin reaccionar, mientras que el resto del polimero obtenido, se encuentra dentro de los

canastos que se encontraban dentro del reactor.

Para considerar las pérdidas de masa durante la reaccion y/o extraccion, que puede deberse a
materia retenida en los conductos o monémero arrastrado hacia el ambiente por el CO2 luego
del proceso de extraccion (primer supuesto), se considera como masa recuperada tanto la
masa retenida en el reactor como la masa depositada en el colector. Asi, las pérdidas seréa la
diferencia entre la masa inicial de mondmero ingresado al sistema y la masa recuperada luego

del proceso de polimerizacion y extraccion.

Por otro lado, para presentar un valor de rendimiento aproximado de la reaccion, se realiza
el supuesto donde se considera que todo lo que quedo contenido en los canastos interiores

corresponde a un polimero de peso molecular suficientemente alto para no haber sido
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extraido en el proceso final de extraccion, por lo que se considera dicha masa como la masa

total de polimero producida (Masa PCL).

La Tabla 7 muestra la masa resultante para cada una de las reacciones realizadas, tanto para
las distintas alternativas estudiadas, como cada uno de los triplicados realizados para cada
una de éstas.
Tabla 7. Recuperaciones y rendimientos aproximados para cada una de las racciones
realiadas. Se tabulan tanto la masa recuperada (masa total en canastos y colector luego de

la reaccion) como la masa de PCL obtenida (masa contenida dentro de los canastos luego
de la reaccion).

e-CL Masa Masa B o
Condiciones Réplicas inicial recuperada PCL Recuperacion - Rendimiento
(%) (%)
(9) @) (9)
1 11,37 8,78 7,08 77,26 62,25
1 2 11,32 9,02 6,52 79,73 57,62
3 10,09 8,29 6,75 82,20 66,89
1 13,53 8,08 7,13 59,54 52,73
2 2 10,43 6,65 4,55 63,76 43,61
3 10,08 7,24 5,98 71,86 59,35
1 11,00 7,57 5,58 68,82 50,69
3 2 10,08 5,64 5,24 55,93 52,00
3 11,02 7,97 7,24 72,34 65,65
1 10,52 5,58 4,75 53,06 45,13
4 2 12,49 9.18 8,34 73,46 66,78
3 10,37 8,05 6,39 77,64 61,64

A partir de la informacion entregada por la Tabla 7, se puede apreciar que las recuperaciones
del sistema se encuentran en un intervalo de entre un 82,20 y un 53,06 %, con un promedio
de 69,65%. Lo deseable seria reducir las pérdidas del sistema, lo que implicaria que o bien
las pérdidas en los conductos se redujo, siendo resultado de mayor cantidad de polimero
dentro del reactor y por consiguiente un mayor rendimiento, y/o que las pérdidas por arrastre

de COzal ambiente disminuyeron.
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Para esto se realiza un estudio de intervalos de confianza para las recuperaciones de cada una
de las alternativas, graficados en la Fig. 9.

100.0
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Figura 9. Intervalos de confianza de las recuperaciones en cada una de las condiciones
operacionales estudiadas para analizar las pérdidas del sistema. El intervalo morado
(condicidn 1) corresponde a una ROP de 4,5 h; 14,5 MPa 'y 99% de pureza de e-CL. El
intervalo verde (condicién 2) corresponde a una ROP de 4,5 h; 20 MPa y 99% de pureza
de e-CL. El intervalo rojo (condicién 3) corresponde a una ROP de 2 h; 20 MPa y 99% de

pureza de e-CL. El intervalo azul (condicién 4) corresponde a una ROP de 2 h; 20 MPa y
97% de pureza de ¢-CL.

De la Fig. 9 se puede apreciar que los intervalos para las recuperaciones a partir de todas las
alternativas se solapan entre si, por lo que se puede inferir con un 90% de confianza que los
resultados de recuperacion obtenido son independientes de las condiciones operacionales del
sistema y se debe netamente a la conformacidn del sistema experimental. En cuanto al
rendimiento aproximado de la reaccion (ver Tabla 7), se tiene que dicho valor varia entre
66,89 y un 43,61 %, con un promedio de 57,03 %.

Ya que el objetivo del proyecto es producir PCL apta para su aplicacion, el rendimiento de
la reaccidn es de suma importancia para aumentar la productividad. En base a esto, se realiza
un estudio de intervalos de confianza para los rendimientos aproximados de la reaccion, con
un 90% de certeza, graficados en la Fig. 10.
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Figura 10. Intervalos de confianza del rendimiento aproximado obtenido para cada una de
las condiciones operacionales estudiadas. El intervalo morado (condicién 1) corresponde a
una ROP de 4,5 h; 14,5 MPa y 99% de pureza de e-CL. El intervalo verde (condicion 2)
corresponde a una ROP de 4,5 h; 20 MPa y 99% de pureza de &-CL. El intervalo rojo
(condicidn 3) corresponde a una ROP de 2 h; 20 MPa'y 99% de pureza de e-CL. El intervalo
azul (condicion 4) corresponde a una ROP de 2 h; 20 MPa 'y 97% de pureza de -CL.

Se puede apreciar que los intervalos para cada una de las reacciones se solapan, por lo que
se puede inferir con un 90% de confianza que para estas alternativas no se presentan
diferencias significativas en el rendimiento aproximado de la reaccién. En base a lo anterior,
es posible intuir que la cantidad de masa retenida en el reactor no corresponde en su totalidad
a PCL y se puede estar en presencia de cadenas poliméricas mas cortas o moléculas
provenientes de reacciones secundarias que no lograron ser separadas mediante el proceso
de extraccion, por lo que para obtener un valor certero de rendimiento es necesario un analisis

quimico que entregue la cantidad exacta de PCL obtenida luego de la ROP.
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5.  Conclusiones y trabajo futuro

Una vez finalizada la investigacion, queda en evidencia la importancia de la PCL en el
desarrollo y avance de la ciencia en la actualidad, debido a la cantidad e importancia de las
aplicaciones que poseen los polimeros, principalmente en el area médica, donde el constante
desarrollo de nuevas tecnologias permite al humano avanzar en direccion de una mejora de

la calidad de vida.

El principal objetivo de esta investigacion fue proponer un método alternativo de produccion
de PCL de manera amigable con el ambiente y el cuerpo humano. En base a los resultados
obtenidos mediante RMN, donde el andlisis de los espectros muestran picos caracteristicos
de los grupos funcionales de una molécula de PCL, se valida el método de obtencion
propuesto, de una reaccién de polimerizacién por apertura de anillos biocatalizada a partir de
la enzima Lipasa B de Candida antarctica , en un medio con dioxido de carbono supercritico,
por lo que, si bien esta investigacion corresponde a una fase exploratoria en la optimizacion
del proceso de produccion de PCL, donde son necesarias etapas posteriores de estudio para
reducir las diferencias con respecto al peso molecular de la PCL producida comercialmente,

se esta en presencia de una metodologia con muchas ventajas y un futuro promisorio.

Con respecto a los objetivos especificos de la investigacion, tanto el montaje de la unidad
experimental como el protocolo de operacion para la reaccion a alta presion fueron cumplidos
a cabalidad, permitiendo replicar las condiciones encontradas en la literatura sin mayores

complicaciones, para su posterior analisis mediante RMN.

En cuanto al estudio de las variables que afectan la reaccion, se puede concluir que las
variables estudiadas fueron bastante influyentes en la reaccion y los resultados obtenidos

entregan importantes herramientas sobre la comprensién y control de la ROP.

Las variables en estudio fueron presion, tiempo de reaccion y porcentaje inicial de agua en
el monémero. La presién del sistema resultd ser una variable determinante en el peso
molecular final del polimero, donde se obtuvo mejores resultados para reacciones llevadas a
cabo a 14,5 MPa, frente a las reacciones llevadas a cabo a 20 MPa. Dichos resultados fueron
corroborados mediante los intervalos de confianza para ambas alternativas, donde no se

observa que éstos se solapen, por lo que se puede inferir con un 90% de certeza que presiones
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llevadas a cabo a 14,5 MPa resultan en polimeros mas pesados. Sin embargo, es necesario
ampliar el rango de presiones en investigaciones futuras para lograr un total entendimiento

del efecto que tiene esta variable en la reaccion.

Si bien el estudio de intervalos de confianza para el tiempo de reaccién no demostrd
diferencias significativas con un 90% de confianza entre las reacciones llevadas a caboa 2 y
4,5 horas respectivamente, en promedio las reacciones realizadas por mas tiempo dieron
como resultado polimeros de mayor peso molecular. En base a lo anterior, se propone realizar
reacciones a tiempos mayores, por ejemplo 6 u 8 horas, con el objetivo de aumentar las
diferencias entre las alternativas propuestas para asi lograr un mayor control en las

propiedades del polimero final deseado.

La variable mas influyente en la reaccion fue el contenido de agua inicial en el monémero,
ya que, contra todo pronostico, una reaccion llevada a cabo a las condiciones menos
auspiciosas, con menor tiempo de residencia y una presion de sistema de 20 MPa, dio como
resultado polimeros méas pesados al utilizar un monémero de 97% de pureza frente al resto
de polimeros obtenidos a partir de distintas condiciones operacionales, pero con un
monomero de 99% de pureza. Para validar el efecto del contenido de agua en el sistema en
el peso molecular final de polimero, se realizé un estudio de intervalos de confianza entre
reacciones llevadas a cabo con las mismas condiciones operacionales, variando solamente la
pureza del monomero, para analizar su influencia en el polimero final. El intervalo de
confianza para una reaccion llevada a cabo a partir de un monémero de un 97% de pureza
presenta diferencias significativas con un 90% de certeza frente a las reacciones llevadas a
cabo a las mismas condiciones, pero con un monémero de 99% de pureza, por lo que queda
en evidencia la importancia de la presencia de agua en la reaccion, principalmente en el

mecanismo de iniciacion de la reaccion.

A partir del estudio de los balances de materia, se concluye que las pérdidas del sistema no
se pueden disminuir a partir del manejo de las condiciones operacionales. Ya que los
intervalos de confianza para la recuperacion, se solapan entre todas las alternativas y se
infiere con un 90% de certeza que no existen diferencias entre éstas, por lo que dichas

pérdidas se consideran inherentes al sistema experimental.
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Si bien no es posible obtener un valor concreto de rendimiento de la reaccion, ya que no se
conoce la cantidad de polimero producido, es posible obtener valores aproximados a partir
de algunos supuestos para realizar una comparacion entre las alternativas. Los intervalos de
confianza obtenidos para los rendimientos aproximados en funcion de las distintas
alternativas no muestran diferencias significativas con un 90% de confianza y se infiere que
la cantidad de masa retenida en el reactor no corresponde Unicamente a PCL, si no que se
puede estar en presencia de cadenas mas cortas o subproductos provenientes de reacciones
secundarias de transesterificacion que no fue posible separar mediante el proceso de

extraccion.

En funcion a los resultados obtenidos y a los respectivos analisis realizados, se concluye que
tanto el montaje del sistema experimental como la metodologia de trabajo propuesta,
muestran resultados positivos y logran cumplir con los objetivos de la investigacion, al
producir polimeros de pesos moleculares medios, comparables a lo encontrado en la
literatura, lo que indica que se esté en la direccion correcta de estudio. Sin embargo, para ir
avanzando y acercarse a la optimizacion del proceso, es necesario continuar el estudio sobre
la reaccion de polimerizacion por apertura de anillos a alta presion, biocatalizada
enzimaticamente en presencia de didxido de carbono supercritico, estudiando otras variables

influyentes, o ampliando el rango de las ya estudiadas.

Como trabajo futuro, para lograr comprender en detalle y a cabalidad el efecto de cada una
de las condiciones que afectan a la reaccién y al peso molecular del polimero obtenido, se
propone un disefio factorial donde se estudie un rango méas amplio de las variables, por

ejemplo, de presidn y tiempo de reaccidn, para que las diferencias se hagan mas evidentes.

Por otra parte, debido a que la naturaleza de la reaccion es influenciada por diversas variables,
se propone estudiar otras variables que influyen en la reaccion, como la temperatura, que,
pese a que en este caso se mantuvo constante en el valor 6ptimo encontrado en la literatura,
ésta interactta con la presion, afectando a la solubilidad del monémero en el medio. Ademas,
la razon entre mondmero y solvente ha sido estudiada por otros autores, no obstante, en esta
investigacion no fue una variable estudiada, debido al impedimento que presenta el sistema
experimental para controlar dicha variable, sin embargo, segun la literatura existen

diferencias al modificar esta relacidn. Otra variable de interés es la agitacion del sistema, que
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para facilitar el analisis de las variables estudiadas y debido a la configuracion del equipo se
mantuvo constante para todos los experimentos, sin embargo, una mayor y mejor agitacion
promueve la interaccién entre el mondémero y la enzima que cataliza la reaccion. Finalmente,
para controlar el contenido de agua en la reaccion, que resulté ser la variable mas influyente
en el peso molecular del polimero producido, se propone el uso de tamices moleculares, una
técnica que ha demostrado ser un mecanismo efectivo de absorcion para gases y liquidos.
Adicionalmente, para complementar el entendimiento de la funcién del agua de la reaccion,
se propone estudiar el equilibrio triple de e-CL — CO, — H-0, lo que puede dar indicios sobre
el proceso de extraccion para remover el agua contenida en la reaccion, que en exceso tiende

a producir polimeros de menor peso molecular.

Al lograr realizar un disefio factorial con todas las condiciones influyentes en la reaccion, se
permite un mayor control y optimizacién del proceso, logrando deducir el efecto que tiene
cada una de las variables por separado e incluso el efecto que tiene las combinaciones entre
éstas. Cabe destacar que lo anterior seria realizable gracias al presente estudio, ya que asi se
logra tener un primer acercamiento sobre el efecto de algunas de las variables influyentes y

el rango aproximado donde dichas variables pueden modificarse.

De manera complementaria, uno de los aspectos fundamentales sobre la validez de los
resultados, es el método de analisis, por lo que, si bien los resultados obtenidos son
concluyentes y positivos, es necesario mejorar y/o complementar la metodologia de analisis,
como por ejemplo mediante cromatografia por permeacién de gel, que ha sido utilizada por
algunos autores, para determinar si los resultados varian de acuerdo a la metodologia de
analisis utilizada, con el fin de avanzar en la comprension de la reaccion de polimerizacion
por apertura de anillos y el efecto de las variables que puedan repercutir en la optimizacion

del proceso.

Finalmente, apuntando a una produccion de poli(e-caprolactona) amigable con el ambiente y
el cuerpo, se propone mejorar el proceso de separacion final con cloroformo del polimero, la
enzima y subproductos que no se pudieron extraer. Para evitar el uso de solventes tanto
organicos como inorganicos, potencialmente toxicos, se puede optar por un proceso de

separacidén mecanica por centrifugacion.
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Nomenclatura

Sigla Significado

BPR Vélvula reguladora de contrapresién, Back pressure regulator

CALB Lipasa B de Candida antarctica

CO: Dioxido de carbono

DBU 1,8- diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno

e-CL Caprolactona, e-caprolactona

FDA Administracién de Alimentos y Medicamentos, Food and Drug Administration
GPC Cromatografia por permeacion de gel, Gel permeation chromatography
HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento, High performance liquid chromatography
M Peso molecular promedio en nimero

Muw Peso molecular promedio en peso

MSA Acido metanosulfénico, Methanesulfonic acid

MTBD  7-Metil-1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno

PCL Policaprolactona, poli(e-caprolactona)

PDI indice de polidispersidad, Polydispersity index

PGA Acido poliglicélico, Polyglycolic acid

PHB Polihidroxibutirato,

PLA Acido polilactico, Polylactic acid

PSL Lipasa de pseudomonas, Pseudomonas sp. lipase

RMN Resonancia magnética nuclear

ROP Polimerizacion por apertura de anillos, Ring-opening polymerization
scCO; Dioxido de carbono supercritico, Supercritical carbon dioxide

SCF Fluido supercritico, Supercritical fluid

TBD 1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno
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Anexos

Anexo 1. Ejemplos de catalizadores para una ROP

I. Catalizadores metalicos

Bhaw-luximon et al. (2006) polimerizaron e-CL en dioxano usando diisopropilamida de litio
como catalizador. Luego de algunos minutos, a 25 °C se obtiene un peso molecular medio
de 5.700 Da, con una proporcién mondmero/catalizador de 50. Ademas, realizaron una ROP
en dioxano y tolueno a 110 °C usando un compuesto de etilhexanoato-etanolamina de estafio
(I1). En dioxano la conversion fue de 40% después de 42 horas de reaccion, obteniendo
polimeros de bajo peso molecular. En tolueno, la polimerizacion se completa luego de 21

horas resultando en un polimero de peso molecular medio (5.700 Da).

Otros autores como Deng et al. (1999) utilizan fenil-litio, obteniendo polimeros de alto peso
molecular en un par de horas a 170 °C, mientras que otros estudios, sintetizan PCL usando
ciclopentadienil sodico en distintos solventes (polares y no polares). En el caso de la
utilizacion de solventes polares, se obtiene solo oligbmeros, mientras que, utilizando
solventes no polares, se logra polimeros con peso molecular promedio en nimero hasta de
130.000 Da (Yuan et al., 1998).

Usando complejos de alquil-magnesio se obtiene polimeros de alto peso molecular, con PDI
entre bajos y moderados (Sanchez-Barba et al., 2007). Aplicando complejos de alcoxido de
magnesio, resulté en polimeros con pesos moleculares entre medio a alto (6.300 a 54.200
Da) y PDI de bajos a medios (1,06 a 1,35) (Yu et al., 2005).

Zhong et al. (2001) investigaron un sistema basado en calcio, encontrando PDI amplios
(cercanos a 4), sin embargo, en presencia de alcohol la polimerizacion se vuelve controlada
con PDI cercanos a 1. Otros autores usaron nitrato de calcio, siguiendo un mecanismo de
reaccion de coordinacion-insercion en el enlace Ca-O y usando un acido para terminar la

reaccion (Piao et al., 2003).
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Se han realizado otros estudios usando distintos alcoxidos de aluminio, como, por ejemplo,
metdxido de dietil-aluminio, alquiloxido de dietil-aluminio y metoxido de diisobutil-
aluminio. Cada molécula de alcoxido de aluminio inicia una macromolécula, infiriendo que
solo los grupos alcdxidos y no los alquilos estan activos en la ROP (Labet & Thielemans,
2009).

Uno de los catalizadores basados en aluminio mas estudiados es el isopropdxido de aluminio
(1), que se sabe que en algunos solventes no existe como molécula Unica sino mas bien
como trimeros o tetrameros, presentando distinta reactividad y equilibrio entre ambas
especies. Disuelto en e-CL los trimeros se disgregan y forman moléculas aisladas que luego
forman un complejo de aluminio hexacoordinado, el catalizador en concreto para la ROP
(Duda, 1996).

En cuanto a los catalizadores basados en estario, el etil-hexanoato de estafio (1) es sin duda
el catalizador que ha sido utilizado con mayor frecuencia para la ROP de e-CL. Es efectivo,
comercialmente disponible, facil de manipular y soluble en los solventes organicos mas
usados. Debe ser usado junto con un componente nucleofilico (generalmente un alcohol) para
iniciar la reaccion si se desea llevar un control sobre ésta. La principal desventaja de usar
este compuesto es que necesita altas temperaturas, lo que fomenta las reacciones de
transesterificacion (inter e intramolecular) y por lo tanto aumenta el PDI (Labet &
Thielemans, 2009).

Con respecto a los catalizadores a partir de titanio basados en ligandos de catecol, se obtiene
resultados con bajo PDI, lo que implica una polimerizacién controlada. Otros estudios fueron
realizados usando distintos complejos tanto de titanio (1) como de zirconio (IV). Sobre los
complejos de titanio (IV), los mas voluminosos son los que muestran actividad, a pesar de
una alto PDI, lo que refleja un bajo control de la polimerizacién, dando lugar a significativas
reacciones de transesterificacion. Para las reacciones llevadas a cabo con zirconio (1V), los
menos voluminosos mostraron mas actividad y un mejor control sobre la reaccion de

polimerizacion (Davidson et al., 2006; Chmura et al., 2006).

La acidez de Lewis también resulta ser un parametro considerable, donde ésta no debe ser
muy alta para que ocurra la polimerizacion. Es mas, cuando la reaccion logra llevarse a cabo,

por cada molécula de catalizador, se forma dos cadenas poliméricas (Takeuchi et al., 2000).
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Utilizando 6xido de zinc como catalizador, resulta en una ROP exitosa, en presencia de un
liquido idnico y bajo tratamiento térmico en microondas, donde la combinacion de dichos
elementos aumenta la eficiencia de la polimerizacion. Polimeros con un peso molecular
promedio entre 2.260 y 11.060 Da y PDI entre 1,3 y 2,5 se obtuvo (Liao et al., 2006).

Triflatos de escandio fueron combinados con agua y alcohol bencilico como iniciadores para
catalizar la ROP. Como resultado se obtiene polimeros de alto peso molecular (M, hasta
25.000 Da), con bajo PDI (menor a 1,18) (Nomura et al., 2000).

Otros complejos, a partir de itrio, lantano, cesio, neodimio, europio, gadolinio, iterbio y
lutecio fueron estudiados. Dentro de estos complejos, el mejor resultado se da utilizando
triflato de lantano (M, de 2.900 Da, PDI 1,16) con una conversion completa luego de 3 horas
a 25 °C en tolueno (Nomura et al., 2007).

Il. Catalizadores organicos e inorganicos

A partir de distintos estudios se muestra que la TBD tiene la habilidad de activar tanto el
monomero como el alcohol utilizado en la reaccion, mientras que los compuestos MTBD y
DBU requieren co-catalizadores, como tiourea ya que dichos compuestos s6lo activan al

monomero (Lohmeijer et al., 2006; Pratt et al., 2006).

Las investigaciones realizadas por Casas et al. (2004) y Persson et al. (2004) se centraron en
el uso de distintos &cidos carboxilicos (acidos lacticos, tartarico, hexandico, propionico y
citrico), y algunos aminoacidos (glicina, prolina y serina) como catalizadores de la ROP,
junto con alcohol bencilico para iniciar la reaccion. La mayor actividad catalitica para la ROP
fue presentada por aquellos compuestos con una constante de disociacion pKa entre 3y 5,
resultando en polimeros con un peso molecular promedio de hasta 2.800 Da y PDI entre 1,2
y 1,3. La eficiencia en la catalisis de los distintos acidos sigue el siguiente orden: acido
tartarico > acido citrico > acido lactico > prolina. El resto de los compuestos testeados no
presentaron mayor actividad y permitieron una baja conversion de monomero (12%) luego

de 2-4 horas de reaccién.
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En cuanto a catalizadores inorganicos, Shibasaki et al. (2000) estudiaron la polimerizacion
de e-CL utilizando acido clorhidrico en solucién con dietil éter y n-butanol como sistema
catalizador-iniciador. Luego de 25 horas, Las reacciones realizadas dieron como resultado
polimeros con PDI cercanos a 1 y pesos moleculares cercanos a 10.000 Da.

El &cido metanosulfonico (MSA) fue propuesto como alternativa frente al acido clorhidrico
y al &cido trifluorometanosulfénico debido a la alta acidez de éste ultimo y la alta
corrosividad del &cido clorhidrico. Los resultados sugieren que el MSA, si bien presenta una
actividad relativamente parecida a los otros acidos, en presencia de otros solventes resulta
ser ligeramente mayor. Para el caso de las reacciones realizadas con MSA, se obtiene
polimeros de M, = 4.300 Da y PDI de 1,07 (Labet & Thielemans, 2009).

1. Catalizadores enzimaticos

Un mecanismo para la ROP usando lipasas ha sido propuesto por varios autores. Primero la
lipasa reacciona con el monomero, formando un complejo lipasa — e-CL activada, para luego
reaccionar con el alcohol (Kobayashi, 1999; Nobes et al., 1996). Estudios de modelado de la
reaccion via catalisis enzimatica revelaron que la polimerizacion, degradacion y
desactivacion de la enzima ocurren simultaneamente, por lo que el equilibrio en la reaccion

debe ser cuidadosamente controlado (Sivalingam & Madras, 2004).

Dentro de los estudios de Kobayashi et al. (1998), se prob6 distintos solventes, como
acetonitrilo, acetona, 2-butanona, alcohol terbutilico, terbutil-metil-eter, isopropil éter,
benceno, tetracloruro de carbono, heptano, ciclooctano e isooctano y surgio que la eficiencia
de la polimerizacion estaba relacionada con la hidrofobicidad del solvente usado. Cuando
una ROP fue realizada en solventes hidrofilicos, la conversion fue muy baja luego de 10 dias
y los polimeros obtenidos tuvieron un peso molecular bajo. Se encuentra que los

hidrocarburos son solventes mas adecuados para una ROP.

Kumar & Gross (2000) confirmaron varias de las conclusiones de los autores anteriores, en
particular con respecto al uso de solventes hidrofilicos o hidrofébicos para la CALB. Por otra
parte, mostraron que realizando la reaccion a mayor escala incrementaba el peso molecular

del polimero, creyendo que se debe a la susceptibilidad de absorber agua durante la reaccion.
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Con respecto al contenido de agua y a la temperatura de la polimerizacion catalizada por
CALB, hay estudios que muestran que la temperatura tiene poca influencia en la
polimerizacion, mientras que mientras menor sea el contenido de agua de la enzima, mayor

sera el numero de cadenas poliméricas y por ende el peso molecular (Mei et al., 2002).

El uso de iniciadores para una reaccion ROP catalizada por CALB, implica una reaccion de
polimerizacion mas rapida (78% de conversidn luego de 1 hora, versus 46% sin alcohol). Sin
embargo, el uso de alcohol deriva en cadenas poliméricas mas cortas (Mn de 1.000 Da vs
5.200 Da sin alcohol) y en PDI menores (1,5 vs 3,2 sin alcohol), lo que permite realizar

conjeturas sobre el control de la reaccién que el alcohol proporciona (Uyama et al., 1997).

Los estudios realizados por Hedfors et al. (2005) proporcionan importantes hipotesis en los
que se basa el proyecto. Dichos autores realizaron una ROP utilizando CALB como
catalizador y siguieron tres rutas de produccion para obtener polimeros funcionales, que son
aquellos que presentan terminaciones de distintos grupos funcionales, que le otorgan otras
caracteristicas al polimero. Debido a que la CALB posee la caracteristica de ser
quimioselectivo, permite sintetizar polimeros terminados en distintos grupos funcionales, sin
necesidad de realizar pasos de proteccion o desproteccion de los grupos funcionales del
monomero como parte de la ruta de produccion que se utiliza convencionalmente, donde es
necesario proteger a los grupos funcionales de interés, como por ejemplo de la dismutacion,
para que se mantengan intactos y pasen a formar parte de la cadena final, resultando en un

polimero funcional segun los requerimientos que se tenga.
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Anexo 2. Obtencidn del peso molecular promedio en nimero mediante RMN

Mediante el andlisis de resonancia magnética nuclear, se obtiene un espectro como el

mostrado en la Fig. 14, adjunta a continuacion.
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Figura 11. Espectro de protones obtenido mediante RMN para PCL comercial
(Polymorph, 80.000 Mw, China).

En la figura se puede observar que cada pico presente en el espectro obtenido corresponde y

se relaciona a los distintos grupos funcionales presentes en la molécula de PCL.

El calculo del peso molecular promedio en numero es entonces el siguiente en relacion al

peso atomico de cada una de las secciones de la cadena:
B8-(CO(CH»)s0)-CO(CH2)sOH > Rojo = 17; Amarillo = 124; Verde = 125

Finalmente, el peso molecular promedio en nimero (M) se obtiene a partir de la siguiente

formula:
M, = 17 + 124xn + 125 (ecuacion 1)
Donde n es el nimero de repeticiones del mondmero, obtenido a partir de la siguiente

ecuacion.
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+pe+khdb+ijc .,
n= (g+p 108 9 _ 1 (ecuacion 2)

Donde g, pe, khdb y jc corresponden a las amplitudes de los picos g, p+e, k+h+d+b y

j*+c

respectivamente, presentes en la Fig. 14, y B corresponde a la integral por proton, obtenida

de la siguiente forma:
a -
B = E (ecuacion 3)

Con a igual a la amplitud del pico a.

A modo de ejemplo, se realiza el célculo para la PCL comercial de peso molecular 80.

Da, a partir del espectro presente en la Fig. 15.
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Figura 12. Espectro de protones obtenido mediante RMN para PCL comercial (Polymorph,
80.000 Mw, China), donde se destacan las amplitudes de los distintos picos.
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Se tiene que el pico a tiene una amplitud de 0,11, por lo que el término 3 de integral por

proton es de 0,055 (ecuacion 3).

Las amplitudes de los picos g, pte, k+h+d+b y j+c son 10,58; 10,59; 21,85 y 10,74
respectivamente, por lo que el valor del nimero de repeticiones del monémero (n) toma el

valor de 976 aproximadamente (ecuacion 2).

Asi, reemplazando en la ecuacion 1, se obtiene un peso molecular promedio en nimero (M)
de 12.166 Da, lo que difiere de los 80.000 que originalmente presenta la PCL comercial, por
lo que para efectos del calculo, el andlisis y la comparacion del polimero obtenido en este
proyecto con la PCL comercial y la obtenida por otras autores, se multiplicaran los pesos
moleculares obtenidos mediante la ecuacién 1, por el factor de correccion f, siendo f la razén
entre la PCL comercial estandar (80.000 Da) y la PCL obtenida mediante el espectro de
protones (12.166 Da), resultando en un factor f de 6,58.
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Anexo 3. Test de Fischer para el contenido de agua en la reaccion

Se tiene que el intervalo de confianza para la comparacion de varianzas poblacionales

(cA%/oB%) se obtiene de la siguiente manera:

SAZ2 / SA?
2 2 /ep2 L
— 5B < oA / , < —3B~ (ecuacion 4)
Fra oB F
(E)ma,vb (1—5 ,va,vb

Los valores y la forma de obtencion de los valores F se encuentra a partir de la tabla de

distribucion de Fischer mostrada en la Fig. 16 adjunta a continuacion.

Probabilidad p

e

B vaor de Iz tabla para p es el vaor atic F* que deja la probabilidad p a Iz derecha

Valores criticos de la distribucion F de Fisher

Ji

Crados de libertad en el numerador

p 1 N/ 3 1 5 6 7 8 9

00 [ 3986 4950 5359 5583  57.24 5820 5891 5044  50.86
050 | 16145 19950 21571 22458 23016 23399 23677 23888  240.54
1 025 | 64779 79950 86416 89958 92185 937.11 94822 95666  963.28

010 | 40522 49995 54034 56246 57636 58500 59284 5981 60225

001 | 405284 500000 540379 562500 576405 585037 592873 598144  G02284
100 8.53 9.16 9.24 9.29 9.33 935 9.37 9.38
050 | 1851 . 1916 1925 1930 1933 1935 1937 1938
75 T5 ' 39.017 3925 3930 3933 3936 3937 3939
010 | 9850 9900 9917 9925 9930 9933 9936  99.37  99.39
001 | 99850 999.00 999.17 99925 99930  999.33 99936  999.37  999.39
z 100 5.54 5.46 5.39 5.34 5.31 5.28 5.2 5.25 5.24
= 050 | 1013 9.55 9.28 9.12 9.01 8.94 8.89 8.85 8.81
g 3 025 | 1744 1604 1544 1510 1488 1473 1462 1454 1447
: 010 | 3412 3082 2046 2871 2824 2791 2767 2749 2135
H 001 | 167.03 14850 14111 13710 13458 13285  131.58 13062  129.86
Z 100 454 4.32 4.19 411 4.05 101 3.98 3.95 3.94
g 050 7.71 6.94 6.59 6.39 6.26 6.16 6.09 6.04 6.00
= 4 025 | 1222 1065 9.98 9.60 9.36 9.20 9.07 8.98 8.90
g 010 | 2120 1800 1669 1598 1552 1521 1498 1480  14.66
g 001 | 7414 6125 5618 5344 5171 5053 4966 4900 4847
- 100 4.06 378 3.62 3.52 3.45 3.40 337 3.34 3.32
= 050 6.61 5.79 5.41 5.19 5.05 1.95 488 4.82 4.77
g s 025 | 1001 8.43 7.76 7.39 7.15 6.98 6.85 6.76 6.68
= 010 [ 1626 1327 1206 1139 1097 1067 1046 1029 10.16
G 001 | 4718 3702 3320 3109 2975 2883 2816 2765  27.24

Figura 13. Valor critico F obtenido a partir de la tabla de distribucion F de Fisher para dos
grados de libertad tanto en el numerador como en el denominador, correspondiente al 5%

de los datos.
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Los valores criticos de F se obtienen a partir de los grados de libertad del numerador y del

denominador, y luego se ubica el valor correspondiente a la probabilidad deseada.

Para este caso, el intervalo de confianza se obtiene con un 90% de confianza, por lo que el
valor de a es de 10%. Asi, como se muestra en la Fig. 15, el valor F correspondiente al 5%

de los datos, para dos grados de libertad en el numerador y dos grados de libertad en el

denominador, ya que cada una de las reacciones fue realizada en triplicado (F(a) Vavb),

resulta ser de 19, mientras que para el 95% el valor no se puede obtener directamente de la
tabla, sin embargo, es posible calcularlo de la siguiente forma:
F = : (ecuacion 5)
a -
(1-3)

vavb  F (a

E),va,vb

Luego, el valor F(l_g) vavp, ODtenido a partir de la ecuacion 5 es de 0,05 aproximadamente.
~)va,

Los valores de SA y SB corresponden a las desviaciones estandar para las reacciones llevadas
a cabo a las condiciones 3 y 4 respectivamente. De la Tabla 9 se puede obtener los valores
siendo respectivamente 1.341 Da y 4.565 Da. Asi, reemplazando los valores en la ecuacién

4, se |Ogra obtener un intervalo para la razon entre las varianzas pObIaCionaleS de:
-3 O'AZ
< <
4,5X10 = / Bz = 1,73

Debido a que el intervalo de confianza para la razén entre las varianzas poblacionales del

peso molecular del polimero obtenido para ambas condiciones estudiadas (3 y 4) acepta el

valor 1y por consiguiente que 642 = oB?, se afirma con un 90% de confianza que no existen

diferencias significativas entre las varianzas obtenidas para ambos polimeros producidos.
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Anexo 4. Estudios sobre la absorcién de agua

Para estudiar la absorcion de agua en el sistema, se propone comparar la absorcion de agua
tanto en silica gel como en carbon activado, y finalmente realizar una extraccion de e-CL en
scCOg, para analizar si es posible absorber el agua sin arrastrar la e-CL, y de ser posible,
analizar finalmente cuanta e-CL se puede extraer mediante este método, analizando la
muestra retenida en el colector dispuesto al final del reactor, mediante HPLC. Estimando asi
si es posible idealmente que la e-CL pase a un proceso de ROP o incluso mantenerse en el
sistema para realizarse simultdneamente la ROP. Para esto, se propone la siguiente

metodologia detallada a continuacion.
Metodologia propuesta

Se masan tanto e-CL como agua, a una proporcion 1:100. Para evitar que el agua quede
atrapada en el conducto de purga, lo que puede producir sesgos a la hora de analizar la
absorcidn, se taponea el fondo del reactor con lana de vidrio. Por otra parte, se debe masar el
absorbente utilizado (silica gel o carbon activado segun corresponda) a una proporcién 1:1

respecto al agua masada.

Una vez masados los compuestos, se procede a cargar el canasto inferior del reactor con la
mezcla de e-CL y agua, junto con el absorbente utilizado y luego depositar el canasto superior
vacio. Se cierra el reactor y las valvulas de entrada y de salida del sistema, y se espera durante
30 minutos para que el agua se absorba en el absorbente. Luego, se lleva el sistema a las
condiciones de extraccion (50 °C y 12 MPa) y se mantienen las condiciones hasta que no se
vea extracto en la corriente de salida. EI montaje experimental para este estudio es el mismo

utilizado para las reacciones de polimerizacion del presente estudio (ver Fig. 5).

Una vez completada la extraccion de e-CL se masan tanto el canasto inferior como el colector
de extracto para cerrar los balances de materia. Finalmente, el extracto obtenido en el colector
se analiza mediante HPLC para determinar si lo que se extrajo efectivamente corresponde a
e-CL.
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Resultados
Ensayo 1, absorcion mediante silica gel

Al sistema se ingreso 0,2 g de e-CL, 20,2 g de agua y 20,2 g de silica gel. El reactor se
taponed con 2 g aprox. de lana de vidrio, que también absorbe parte del agua ingresada al

sistema.

Luego del proceso de absorcidn y extraccion, se masa tanto la silica como la lana de vidrio
para analizar el contenido de agua absorbido. La masa de silica final es de 26,8 g y la masa
de lana de vidrio es de 9,0 g. De estos valores, se obtiene que la masa de agua absorbida en
la silica es de 6,6 g aprox. y la masa absorbida por la lana de vidrio es de 7,0 g aprox., por lo

que las pérdidas de agua resultan ser 6,6 g aproximadamente.

Con estos valores, se tiene que aproximadamente un 32,7% de agua se absorbe en la silica

gel y un 34,7% se absorbe en la lana de vidrio, representando un 67,4% de absorcion total.

Una vez cerrados los balances de materia, se realiza el analisis mediante HPLC al extracto
obtenido en el colector. La masa extraida en el colector es de 0,2 g aprox., lo que indicaria
que se extrajo el 100% de la e-CL afiadida al sistema, sin embargo, se desconoce la
concentracion del extracto, por lo que para el analisis se disuelve el extracto en 250 cm?® de
agua ultra pura. Como resultado de la cromatografia se obtiene dos muestras de 7,15y 6,18
ppm, lo que indica que se obtuvo en promedio 7,15x107 g de -CL en el colector, lo que

representa a un porcentaje de rendimiento de extraccion de 0,9% aproximadamente.
Ensayo 2, absorcion mediante carbon activado

Al sistema se ingres6 0,11 g de e-CL, 11,3 g de agua y 11,4 g de carbdn activado, que junto
con el canasto inferior y la lana de vidrio conforman una masa de 79,9 g aprox. A diferencia
del ensayo anterior, se masa el canasto completo ya que luego del proceso no se puede
obtener la masa aislada de carbon activado ya que se encuentra como polvo y para el cierre
de balances de materia se realiza la diferencia entre el peso inicial y final del canasto para

analizar la cantidad de agua absorbida en el proceso.
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Luego del proceso, la masa final del canasto inferior fue de 89,9 g aproximadamente, lo que
indica que se absorbié 10 g aprox. de agua y 1,1 g aprox. de agua corresponden a pérdidas
del sistema. Asi, se tiene un 88,6% de absorcion total aproximadamente.

En este caso, no se pudo realizar un andlisis mediante HPCL al extracto obtenido en el
colector, ya que el colector estaba contaminado con aceite proveniente de otros experimentos.

Ensayo 3, absorcion con carbon activado

En este caso se ingreso al sistema 0,12 g de e-CL, 12,1 g de agua 'y 12,2 g de carbdn activado,
repartidos entre los canastos superior inferior (5,09 g aprox. de carbén en el canasto superior).
La masa inicial del canasto inferior, junto con el carbén activado es fue de 81,5 g aprox., y

la del canasto superior, también con carbdn activado fue de 73,3 g aprox.

El proceso de extraccion realizado este ensayo fue de una extraccion prolongada en serie,
cambiando de vial cada 100 L de CO- utilizados para la extraccion. Como resultado se tuvo
3 viales, donde se extrajo 0,09 g en el primer vial, 0,04g en el segundo y 0,15 g en el tercero,
sin embargo, el primer vial no fue sometido a andlisis ya que parte del carb6n contenido en
el reactor fue arrastrado por el CO2. Asi, la masa extraida se considera como la suma de los
dos dltimos viales, representando una masa de 0,19 g, que, al ser superior a los 0,12 g de
e-CL ingresados inicialmente al sistema, se infiere que la concentracion del extracto no

corresponde a un 100% de e-CL.

Para realizar el andlisis cromatografico a los extractos, se disuelven las muestras en 20 cm?®
de agua ultra pura y luego del analisis HPLC, se obtiene una concentracion de 6 ppm aprox.
en el vial 2 'y 29,1 ppm aprox. en el vial 3, lo que representa a 1,2x10* g de e-CL extraidos
en el vial 2 y 5,8x10* g de e-CL extraidos en el vial 3. Asi, sumando estos valores se tiene
un total de 7.0x10* g de e-CL, representando un 0,6% de rendimiento de la extraccion. Cabe
recordar que parte de la masa extraida no pudo ser sometida a analisis debido a la
contaminacion de ésta con carbon activado, por lo que se estima que el rendimiento de la

extraccion puede llegar al 1%.
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Luego del proceso de absorcion y extraccion, los canastos masaron 91,7 g y 73,4 g aprox.
(canastos inferior y superior respectivamente), con lo que, a partir de la diferencia con su
masa inicial, se obtiene 10,2 g de agua en el canasto inferior y 0,1 g en el canasto superior,
sumando 10,3 g de agua absorbida y 1,8 g de agua atribuibles a pérdidas del sistema. A partir

de la masa absorbida, se tiene un 85,1% de rendimiento.

Discusion

A modo de discusion, se realiza un breve andlisis de los resultados obtenidos. Con respecto
al rendimiento de la absorcion de agua en los distintos absorbentes, se tiene que, para la silica,
el rendimiento alcanza un 67,5%, mientras los ensayos realizados con carbdn activado
entregan rendimientos de 88,6% y 85,1%. La razon de esta diferencia puede ser atribuible a
la mayor superficie de contacto que presenta el carbon activado, lo que le confiere un mayor
poder absorbente, asi como también evita que el agua fluya con mayor facilidad al fondo del
reactor, pudiendo quedar atrapada en los conductos de purga, debido a la conformacién en

polvo que tiene, lo que hace que se amolde de mejor manera al canasto, a diferencia de la

silica gel, que tiene forma de pequefias esferas, aumentando la porosidad.

En cuanto al rendimiento de la extraccion de e-CL, se tiene que para los dos ensayos
analizados, el rendimiento fue similar y no mayor al 1%, por lo que se infiere que parte de la
e-CL ingresada al sistema, o bien qued6 retenida en los conductos de purga o de salida del
montaje experimental, o quedd absorbida en los absorbentes utilizados o la lana de vidrio

usada para taponear el fondo del reactor.

Se tiene conciencia por otra parte, que al ingresar al sistema una masa menor a 1g, es muy
factible que se pierda o se absorba gran cantidad de la e-CL ingresada al sistema, por lo que
se propone realizar ensayos con una masa considerable para evitar pérdidas. Se plantea
también la posibilidad de comparar el rendimiento de absorcion mediante tamices

moleculares, propuesto por Dong et al. (1999).
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Ensayo complementario, columna rellena con carbon activado

Ya que los ensayos a partir de carbon activado entregaron mayores rendimientos de
absorcion, se planteo la posibilidad de realizar una columna de 6 m de largo en forma de
serpentin, rellena con carbon activado, para otorgarle un mayor tiempo de residencia a la
mezcla de e-CL y agua durante el proceso de extraccion y asi amentar la cantidad de agua

retenida en el carbdn activado.

Lamentablemente, una vez se conecto la columna a la salida del reactor y se inicio el proceso
de extraccion, la presion y la porosidad de la columna evitaron que el CO- fluyera libremente,
taponeandose la columna, sin obtener extracto alguno en el colector final. Una vez retirada
la columna, se liber6 la presion acumulada adentro y el carbdn activado salié expulsado de
la columna. Se repitié una vez mas el proceso para ver si una menor cantidad de carbon
activado en la columna permitia el flujo de CO2 y, por ende, el proceso de extraccion. Sin
embargo, nuevamente se taponed la columnay al volver a retirarla el carbdn activado volvid

a salir expulsado de la columna.
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