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2.1. Disolventes y reactivos

Los disolventes y reactivos utilizados fueron de grado analitico o superior y, en
general, se utilizaron sin purificaciéon adicional. En los casos en que fue necesario
algun tipo de precaucion o tratamiento especial, se siguieron los procedimientos
descritos por Riddick y Bunger (1970). Los tratamientos seguidos con algunos de

estos productos se describen a continuacion.

Diclorometano (DCM) P.A. (Merck): se agité sobre Na,CO; durante una hora,
se filtr6 y se dej6 agitando una noche sobre CaCl,. El producto se destild

fraccionadamente recogiéndose la fraccion que destila a 39-40 °C.

Eter etilico anhidro P.A. (Panreac, agua < 0.01%), benceno P.A. (Panreac,

agua <0.03%) y xileno P.A. (Merck) se trataron con sodio hilado.

El tetrabutoxido de titanio se mantuvo siempre bajo atmosfera de nitroégeno.

Los alcoholes usados para las transesterificaciones fueron suministrados por
Aldrich o Merck. Algunas propiedades de estos alcoholes, de interés para este trabajo,

se muestran en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Propiedades de los n-alcoholes utilizados en este trabajo.

Alcohol F. M. M (g'mol™) p.f. (°C) p.e. (°C) Solubilidad
metanol CH,O 32.0 64.6

etanol C,HgO 46.0 78.0

1-butanol C4H1cO 741 117.7

1-hexanol CeH140 102.2 -52 156.5

1-octanol CgH4s0 130.2 -15 196.0

1-decanol C1oH220 158.3 7 231.0

1-dodecanol C12H260 186.3 24-27 261.0 EtOH, éter
1-tetradecanol Ci4H300 214 .4 38-40 289.0 éter
1-hexadecanol C16H340 242.4 54-56 307.0 EtOH, CHCI,, éter
1-octadecanol C1gH3s0 270.5 60-61 335.0 EtOH, éter, acetona
1-eicosanol CooH420 298.6 64-66 356.0 acetona, benceno

1-docosanol CaoHssO 326.6 65-72 188.0/0.22 mmHg EtOH, CHCI;
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Tampén fosfato 50 mM, pH 7.0: se mezclaron 1.36 g de KH,PO,4 (10 mmoles)
y 7.12 g de Na,HPO,4-2H,0 (40 mmoles) en 800 mL de H,O MilliQ, se ajusté el pH a

7.0 con NaOH y el volumen final se llevé a 1 L. Se afadié azida sodica.

Medio E: Se disolvieron, en unos 800 mL de agua, 20 g de acido L-glutamico,
12 g de acido citrico, 80 g de glicerina, 7 g de NH,ClI, 0.5 g de K;HPO,4-5H,0, 0.5 g de
MgS0,4-7H,0, 0.04 g de FeCl3-6H,0, 0.15 g de CaCl,-2H,0 y 0.104 g de MnSO4-H,0.

El pH se ajusté a 7.4 con NaOH y el volumen final se llevé a 1 L.

2.2. Procedimientos de sintesis de caracter general
2.2.1. (S)-4-benciloxicarbonil-2-azetidinona (lactama de bencilo)

Se preparé a partir del acido L-aspartico siguiendo el método descrito por
Saltzman y col. (1980) y fue modificado mas tarde por Rodriguez-Galan y col. (1986).
El método consta de cuatro etapas que se muestran en la Figura 2.1 y que se

describen a continuacion.

BCOH
HN—CH—COOH —27 o pN—CH—CO0Be —MSCL 1 \SNH—CH—COOBG
CH,COOH CH,COOBc CH,COOBC
(1) 2 )
COOBc
NlH ) (CH3)sCMgCl
o=C -
(4)

Figura 2.1. Obtencion de la (S)-4-benciloxicarbonil-2-azetidinona (lactama de bencilo).
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p-Toluensulfonato del L-aspartato de dibencilo (p-TSAdiBc):

En un balén equipado con una columna tipo Dean & Star se colocaron 90 g
(0.68 moles) de acido L-aspartico (1), 134 g (0.70 moles) de acido p-toluensulfénico
monohidratado, 267 mL (2.56 moles) de alcohol bencilico y 200 mL de benceno. La
mezcla se calenté a 80 °C durante aproximadamente 12 horas hasta que ceso la
formacion de agua. Se dejo enfriar y el producto se precipitd con éter, se filtré y se
recristalizd en isopropanol caliente. Tras filtrar y lavar con isopropanol, se obtuvieron
305 g de p-TSAdiBc (rendimiento 93%, p.f. 155-156 °C).

L-Aspartato de dibencilo (2):

A una solucién acuosa de Na,CO; (35g en 300 mL H,O) se anadieron 80 g
(0.1649 moles) de p-TSAdiBc y se dejé agitando durante una hora. El producto se
extrajo con éter, se secé sobre Na,SO, anhidro, se filtrd y se eliminé el éter con ayuda
de un rotavapor hasta peso constante. Se obtuvieron 51.3 g (0.1638 moles) de (2) en

forma de aceite (rendimiento 99.3%).

N-Trimetilsilil L-aspartato de dibencilo (3):

A una solucion de 51.3 g (0.1638 moles) de (2) en 400 mL de éter a 0 °C se
afiadieron gota a gota y bajo atmaésfera de nitrégeno seco 23.2 mL (0.185 moles) de
cloruro de trimetilsililo. La mezcla se agitd durante una hora cuidando de mantener
constante la temperatura. Posteriormente se anadieron 25.5 mL (0.182 moles) de
trietilamina disuelta en 46 mL de éter. La mezcla se mantuvo agitando durante una
noche. El clorhidrato de trietilamina formado se filtré bajo atmésfera de nitrégeno y el
filtrado se evaporé hasta sequedad obteniéndose 60.5 g de producto (3) (rendimiento
96%).

Cloruro de terc-butilmagnesio (Puntambeker y Zoellner, 1956):

En un baldn de tres bocas de 500 mL de capacidad, equipado con una columna
de reflujo con tubo de CaCl,, una llave y un embudo de adicion, se introdujeron 9 g de
Mg y una escama de I, bajo corriente de N,. El embudo de adicién se llen6é con una

disolucion de 34.5 mL de 2-cloro-2-metilpropano en 250 mL de éter seco. Para iniciar
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la reaccion, se afadid, bajo fuerte agitacién magnética, una quinta parte del volumen
de la disolucién contenida en el embudo sobre el magnesio. EI comienzo de la
reaccion se evidencio por la formacién de una gran cantidad de burbujas en el seno
del liquido y por la desaparicion del color amarillento del yodo que cambia
gradualmente a grisaceo. El recipiente se enfri¢ introduciéndolo en un bano de agua-
hielo hasta que ceso el burbujeo. En ese momento se retird el bafio y se afladio gota a
gota el resto de la disolucion que contenia el cloruro de alquilo, proceso que durd
alrededor de 2 horas. Una vez finalizada la adicion, la mezcla de reaccién se dejo
agitando durante media hora mas y se filtrd6 por succién con un embudo de placa
porosa del n° 3 bajo atmdsfera de nitrogeno con el fin de eliminar los restos de
magnesio sin reaccionar. La solucién etérea del reactivo se guardd en un recipiente
cerrado bajo N,. La concentracion del magnesiano se determind valorando con una
disolucién 1 M de alcohol sec-butilico en xileno, utilizando 2,2’-biquinolina como
indicador (Watson y col., 1967). Todo el proceso de valoracion se efectud bajo

atmosfera de No.

4-(S)-Benciloxicarbonil-2-azetidinona (4):

A una disolucion de 60.5 g (0.1570 moles) de 3 en 260 mL de éter a —8 °C bajo
atmosfera de nitrégeno seco se afiadieron gota a gota 260 mL de una disolucién 0.48
M de cloruro de terc-butiimagnesio (0.1248 moles) previamente preparada y valorada.
La mezcla se agité durante 2 horas a baja temperatura y luego durante la noche a
temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla se hidrolizé a 0 °C con una solucion 1
M de HCI saturada con NH,CI hasta obtener un pH de 1-2. La fase acuosa se extrajo
con éter y luego con acetato de etilo. El disolvente se evapord con la ayuda de un
rotavapor y la lactama cristalizé durante el proceso de concentracién. Se obtuvieron
10.2 g de producto (0.049 moles) (rendimiento del 40%). Se pudieron obtener
cantidades adicionales de lactama por cristalizacion del aceite restante con acetato de
etilo/éter de petréleo o metanol. El producto se recristalizé en una mezcla de
metanol/cloroformo 4:1 (p.f. 139-140 °C ).
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2.2.2. Pirrolidona sédica (Coutin, 1973)

Bajo atmdsfera de nitrdgeno seco se cortan 0.22 g de sodio y se pesan dentro
de un vaso con 20 mL de éter seco. Tanto el sodio como el éter se introducen en un
balén de tres bocas de 100 mL de capacidad saturado con nitrégeno y, bajo corriente
del mismo gas, se afiaden otros 30 mL de éter y 1.47 mL(1.68 g) de pirrolidona de
grado espectroscopico (Aldrich). La mezcla se mantiene agitando durante 24 horas a
temperatura ambiente con el balén conectado a una columna de cloruro de calcio para
proteger de la humedad la reaccion. Transcurrido este tiempo, la pirrolidona sddica
(solido blanco higroscopico), se filtré6 por succién en una placa porosa del numero 4
bajo fuerte corriente de nitrégeno y se pulverizé sobre el mismo embudo hasta obtener
un polvo suelto. Posteriormente se colocé en un desecador a vacio conectado a una
bomba durante una hora para eliminar los restos de disolvente. El producto se guarda
a vacio hasta el momento de ser utilizado. Preparando el catalizador de esta manera
es recomendable usarlo antes de 48 horas, aunque guardado bajo condiciones

anhidras puede mantener su actividad durante dos o tres semanas.

2.3. Biosintesis. Cultivo e inoculacion

La cepa utilizada fue Bacillus licheniformis NCIMB 11709 (ATCC 9945 A) de la
coleccidon nacional de bacterias industriales y marinas de Gran Bretafia. Se
seleccionaron las colonias mas mucosas y se hicieron crecer aerébicamente durante 5
dias a 37 °C, en frascos de Roux que contenian 150 mL de un medio compuesto de 23
g de agar nutriente y 5 g de extracto de levadura por litro de disolucion. El crecimiento
de bacterias se recuperd por arrastre con bolitas de vidrio y agua esterilizada. Las
bacterias se lavaron con agua 3 veces y se centrifugaron descartandose el
sobrenadante. El sedimento bacteriano se resuspendioé en agua y se mantuvo a 65 °C
durante 20 min para asegurar la esporulacién y matar las células vegetativas. A
continuacion la suspensién se enfrio a —20 °C y se guardd a esta temperatura hasta
su uso. El indculo se preparé con una concentracion superior a 3-10 cfu por cada 100

mL del medio de cultivo usado para la fermentacién, que fue el medio E (Leonard y
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col., 1958). La suspension de bacterias que se utilizé como inéculo se almacend a —20

°C hasta su utilizacion.

2.4. Degradacion por ultrasonidos

El &cido poli(y-glutamico) de composicion enantiomérica mayoritaria en D y que
presentd una [nlomso= 5 dL-g'1 se irradi6 mediante ultrasonidos en NMP durante
aproximadamente 1 h, hasta que la [n]ouso descendié a 1.6-1.8 dL-g™". Para este fin se
utilizé un generador Branson B-12 operando a una potencia de 50 W. Las vibraciones
ultrasonicas se introdujeron en la disolucion de polimero mediante un transductor o
punzén de material ceramico. El recipiente utilizado para contener la disolucién del
polimero es una celda Rosset provista de ramas laterales que promueven la
recirculacién del liquido y, por consiguiente, la existencia de un medio mas
homogéneo durante el proceso de sonicacion. El sistema se introdujo en un bafo
termostatizado a 0 °C para evitar un sobrecalentamiento de la disoluciéon debido a la

cavitacion producida durante el proceso de irradiacion.

2.5. Determinacion de pesos moleculares
2.5.1. Viscosimetria

Las mediciones de viscosidad se realizaron en viscosimetros Cannon-
Ubbelohde CUSMU 50 y 100 termostatizados a 25 + 0.1 °C. Los poliglutamatos de
cadenas laterales largas se disolvieron en CHCI; o en THF. El PAAG-2 se disolvié en
dimetilsulféxido o en NMP que contenia un 2% (p/v) de LiCl y el poliacido en DMSO o
en tampédn fosfato. En cuanto a los poliaspartatos, las viscosidades se determinaron
en acido dicloroacético (DCA). La concentracién inicial fue de aproximadamente 1

g-dL”", diluyéndose posteriormente hasta 0.25-0.30g-dL™.

Los pesos moleculares de los PAAG-n de cadenas largas se determinaron
mediante la ecuacion [n]= (1.29 + 0.35):10°M,,"?**%% ([n] en mL-g™") obtenida por
Poché y col. (1990) para el poli(y-estearil a,L-glutamato) en THF a 25 °C. Las
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viscosidades de los coPAAG-18,2 (a:b) se midieron en DCA y en CHCI;, puesto que
solo el copolimero de composicion 90:10 fue soluble en THF. Los pesos moleculares
se determinaron utilizando la ecuacion [1]=2.9-10* Mv®", ([n] en dL-g™") obtenida por
Tanaka (1972) para el poli(y-metil a,L-glutamato) en DCA. Las viscosidades de
disoluciones de poliaspartatos se midieron en DCA y, para la determinacién de los
pesos moleculares se utiliz6 ademas de la ecuacion de Tanaka (1972), la ecuacion de
Mark-Houwink-Sakurada [n]=2.78:10° Mv®®" ([n] en dL-g™") establecida para el poli(y-
bencil a,L-glutamato) por Doty y col. (1956).

2.5.2. SEC y SECILS

Los pesos moleculares promedio en numero y en peso (M, y M,) de los
PGGAs se determinaron en un equipo de SEC Perkin-Elmer equipado con dos
columnas lineares de ultrahidrogel y un detector UV que opera a 210 nm. Se utilizaron
patrones de POE para la calibracién sin ninguna otra correccion. El eluyente fue
tampon fosfato 50 mM a pH 7.0. Se inyectaron volumenes de muestra de 20-100 uL
que contenian 0.4 % (p/v) de polimero, manteniéndose la fase mévil a un flujo de 0.8

mL-min™".

La determinacién de los pesos moleculares de los poli(y-glutamato)s de cadena
larga mediante SEC/LS, se llevd a cabo en el Departamento de Quimica Analitica y
Organica de la Universidad Rovira i Virgili (Tarragona). Se utilizé un sistema
cromatografico que constaba de una bomba WATERS 510; una precolumna Waters
SHODEX K800P y tres columnas lineales en serie de Polymer Laboratories: una
columna SHODEX K80M (2:10° 4:10°, 47 300 platos tedricos/m), una columna PLGEL
5u MIXED-D (2:10% 4-10° 70 800 platos teéricos/m) y una columna PLGEL 3p
MIXED-E (102-3-10* con 97 200 platos tedricos/m).

Las columnas estaban conectadas a un detector de dispersion de luz
miniDAWN con fotémetro laser (Wyatt Technology Corporation) y un detector de indice
de refraccion Shimadzu RID-6A. El tratamiento matematico de los datos se realiz6 con
el programa ASTRETTE version 1.2 de Wyatt Technology. Como patréon interno se
utilizé o-diclorobenceno al 90-95%. El disolvente de trabajo fue THF MALLINCRODT
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ChronAR HPLC previamente desgasificado con Helio que fue bombeado a un flujo de
1 mL-min™". En cada ensayo se inyecté del orden de 2.5:10* g de muestra mediante un
loop de 100 puL. Antes de preparar las muestras todos los polimeros se prefiltraron a
través de un filtro de tamafio de poro 0.22 um. Antes de la inyeccion las muestras
preparadas se filtraron a través de un filtro MILLEX-FG (Millipore) de tamafo de poro
0.20 um y se inyectaron por triplicado. Para calibrar el detector de indice de refraccion
se utilizaron 7 disoluciones de un poliestireno de peso molecular ~212 000 de
concentraciones entre 0.5 y 3.0 mg-mL™" que se inyectaron por triplicado. El detector
de dispersion de la luz se calibré con tolueno de grado HPLC (Promochem). Dado que
no se conoce como varia el indice de refraccion de los polimeros obtenidos con la
concentracién, los pesos moleculares se determinaron mediante el método de la

masa.

2.6. Analisis configuracional

a) Poli(a-alquil y-glutamato)s. La configuracién de estos polimeros se determind
mediante un método desarrollado para la determinacion cuantitativa de la composicion
enantiomérica de mezclas de aminoacidos (Marfey, 1984). Dicho método fue utilizado
por Cromwick y Gross (1995a) y fue puesta a punto para el andlisis del PGGA en
nuestro laboratorio por Pérez-Camero y col. (1999). El método estd basado en la
resolucion cromatografica del par de diastereoisémeros que se obtiene al reaccionar el
1-fluoro-2,4-dinitrofenil-5-L-alanina (F-DNP-L-Ala-NH,;) con la mezcla de los dos

aminoacidos enantiomeros D y L.

Para llevar a cabo la determinacién, tanto del PGGA como sus ésteres, las
muestras se hidrolizaron en una disolucion de HCI 6N a 110 °C durante 24 horas. Para
ello se tomé la cantidad necesaria de cada polimero para obtener concentraciones de
acido glutamico 50 mM. Los polimeros se introdujeron en tubos de hidrdlisis junto con
2 mL de HCI 6N, se congelaron con nieve carbdnica en acetona y se sellaron a vacio.
Tras 24 h a 110 °C se abrieron los tubos, se tomaron 100 uL de cada muestra y se
secaron con una corriente de nitrogeno. Las muestras se redisolvieron en 100 uL de

agua y se hicieron reaccionar a 35-40 °C durante 1 h, con 200 uL de una disolucion al
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0.5% p/v del reactivo de Marfey (F-DNP-L-Ala-NH; ) en acetona que contenia 20 uL de
NaHCO; 1M. Una vez concluida la reaccion, se neutralizé el medio con 10 uL de HCI
2N y se dejo secar durante una noche sobre un deshidratante enérgico como es el
NaOH. Finalmente el producto seco se disolvié en 0.35 mL de DMSO para la inyeccion

en la columna de HPLC.

El sistema de cromatografia estd compuesto por los siguientes elementos: una
bomba de inyeccion Perkin Elmer binaria LC 250, un sistema de inyeccion Rheodyne,
un detector por absorbancia de Applied Biosystems modelo 785 A y una columna de
fase reversa Spherisorb ODS2 de 5 u de tamano de poro y dimensiones 25 x 0.46 cm
de longitud y diametro respectivamente. Como eluyente se us6é una mezcla 80:20 de
fosfato de trietilamonio (50 mM, pH = 3.0) y acetonitrilo. El flujo fue de 2 mL'min™ y el
tiempo total de elucion de 25 minutos. El detector utilizado fue de absorcion en el
ultravioleta (A= 340 nm). El tiempo de retencion del isébmero L fue de 6.75 min y el del
isomero D de 10 min. El contenido en cada enantidmero se calculé a partir de las
areas de los picos de cada diastereocisdmero. Previamente se efectué una curva de
calibrado construida a partir de mezclas derivatizadas de acidos D y L-glutdmicos

comerciales.

b) Poli(a-alquil B,L-aspartato)s. Para estos polimeros se efectué el analisis
configuracional empleando dos técnicas. La primera es la misma que se ha utilizado
para los PAAG-n, y ya se ha descrito en el apartado anterior. El tiempo de retencion

del isomero L fue de 7.2 min y el del isémero D de 9.6 min.

La segunda técnica consiste en determinar la rotacién especifica de los
hidrolizados de los PAALA-n, que se compararon con la rotacion especifica del PABLA
(polimero de partida para la reaccién de transesterificacion) y con la del acido L-
aspartico sometidos a las mismas condiciones de hidrdlisis que los PAALA-n, el

procedimiento fue utilizado por Garcia Alvarez en su Tesis Doctoral (1997a).

Para la hidrdlisis de las muestras se tomaron unos 50 mg de cada polimero que

se introdujeron en tubos de hidrdlisis junto con 2 mL de HCI 6 N. Los tubos se
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cerraron tal como se ha indicado para los PAAG-n. Tras 24 h a 110 °C se abrieron los
tubos y se filtraron sus contenidos. El liquido filtrado se evaporé a sequedad. Se
afiadieron 2 mL de agua, se evaporé nuevamente y se repiti0 dos veces esta

operacion.

Unos 15 mg de cada muestra se disolvieron en 2 mL de HCI 6N que contenia
una cantidad comparable y conocida de glicina. Se mididé la rotacion éptica en un
polarimetro Perkin Elmer 241 MC, del Departamento de Quimica Organica de la
Universidad de Barcelona. Se utilizd6 una celda de 10 cm de longitud y un volumen
aproximado de 1 mL, a 25 °C y utilizando una radiacion correspondiente a la raya D
del sodio (589 nm).

La glicina, que al ser 6pticamente inactiva no influye en la medida de la rotacion
Optica, se empled como patron interno en el analizador de aminoacidos con el fin de
determinar la concentracion de acido aspartico en las muestras usadas en el
polarimetro.

El analizador de aminoéacidos utilizado es un analizador automatico Beckman
System 6300. Se ha utilizado el programa de elucién con sales de sodio, en una
columna de 250 mm de longitud y 4 mm de diametro recubierta con una resina
polisulfonada de intercambio catidnico y un sistema de deteccién post-columna por

reaccion con ninhidrina.

El porcentaje de racemizacién (% R) se calcul6 de la siguiente manera:

o], ~la]

% R=—%Lt — H

],

siendo [a]. la rotacién especifica del acido L-aspartico sometido a las mismas
condiciones de hidrolisis que los polimeros y [a]y la rotacidon especifica de los
polimeros hidrolizados. Teniendo en cuenta que tanto el PABLA como el acido L-
aspartico se racemizan durante la hidrélisis, se puede calcular una racemizacion neta

(Rneta) de la siguiente manera:

Rneta = RH - RPABLA,H
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o bien

siendo Rpagan la racemizacion del PABLA hidrolizado, Ry la racemizacion de cada

polimero hidrolizado y R, la racemizacion que sufre el acido L-aspartico.

2.7. Espectroscopias RMN e IR

Los espectros de RMN se realizaron en un equipo Bruker AMX300 de nuestro
grupo que operan a 300.13 y 70.48 MHz para 'H y *C respectivamente. Como
referencia interna se emple6 tetrametilsilano (TMS) y la sal sdédica del acido 3-
(trimetilsilil)-propanosulfénico. Los espectros correspondientes al PGGA se realizaron
en agua deuterada (D,O) y NaOD, mientras que los de los ésteres se llevaron a cabo
en una mezcla de deuterocloroformo (CDCI;) y acido trifluoroacético (TFA). Las
concentraciones utilizadas para los espectros de 'H y *C fueron de 2-5 y 25-30

mg-mL"™" respectivamente.

Los espectros de '*C en estado sdlido se registraron mediante la técnica de
CP-MAS/RMN en el espectrometro Bruker AMX300 equipado con un accesorio CP-
MAS y una unidad de temperatura variable. Los espectros fueron obtenidos a
diferentes temperaturas en un intervalo comprendido entre 25 y 80°C y registrados a
75.5 MHz. Se emplearon muestras de 50-200 mg diluidas en KBr y giradas a una
velocidad de 3.9-4.2 KHz en un rotor cilindrico ceramico. Todos los espectros fueron
adquiridos con un tiempo de contacto de 2 ms, un tiempo de espera entre pulsos de 10
s y se acumularon entre 256 y 1024 adquisiciones. La anchura espectral fue de 31.2
KHz y el numero de puntos de 4 K. Los desplazamientos quimicos fueron calibrados
externamente en funcion del pico que aparece a campo mas alto del adamantado
(29.5 ppm relativo al TMS).

Para el analisis por espectroscopia infrarroja se utilizé un espectrofotometro
FTIR Perkin ElImer 2000. El analisis de los poliglutamatos y de los poliaspartatos se

realizé a partir de peliculas obtenidas por evaporacién de sus disoluciones, en general
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en CHCI; o mezclas de CHCI; y TFE, o bien CHCI; y TFA. Los espectros del acido

poli(y-glutamico) se registraron en pastillas de KBr.

La espectroscopia infrarroja de polarizacion (DIR) es una técnica muy util
en el estudio conformacional de polimeros en estado sélido, puesto que es
particularmente sensible a la orientacion espacial de los diferentes grupos funcionales.
Las medidas de la absorbancia de los diferentes grupos cromoéforos con radiacion
polarizada en funcién de la orientacién, permiten determinar el momento de transicion

y obtener informacién sobre la disposicion del mismo en la conformacioén del polimero.

Para los estudios de DIR es imprescindible el uso de muestras orientadas por
lo que Ambrose y Elliott (1951) desarrollaron un procedimiento para la orientacion de
la poliglicina. Para ello se dispersa el polimero en una matriz de poliestireno y
posteriormente se estira de manera que se orientan tanto la matriz como la poliglicina.
Ingwall y col. (1975) incorporaron muestras de poli(y-etil o,,L-glutamato) y gramicina S
en peliculas de poli(6xido de etileno) (POE) y las orientaron posteriormente por
estiramiento uniaxial. Asi obtuvieron muestras parcialmente orientadas tanto de
oligbmeros sintéticos derivados del acido glutamico como de polipéptidos de alto peso
molecular. Las caracteristicas espectroscopicas del POE en el infrarrojo lo convierten
en un material particularmente apropiado para el analisis de los polipéptidos debido a
que no presenta absorciones en la mayoria de las zonas de interés de estos
polimeros, especialmente en la zona de las vibraciones de tension asociadas al grupo
amida. La alta solubilidad en agua y en disolventes organicos tales como cloroformo,
TFE o HFIP y la gran facilidad con la que se pueden orientar las peliculas de este
polimero mediante tension mecanica, hacen del POE una matriz idénea para estudios

de esta naturaleza en poliamidas.

Al estirar una muestra de una poliamida semicristalina, estamos orientando
preferentemente la fase cristalina inmersa en una matriz amorfa. Dentro de cada
cristal, el grupo peptidico debera estar alineado siempre de la misma manera, esto
implica también la orientacion de los vectores de los momentos de transicién de las
diferentes bandas correspondientes a los enlaces implicados. Los enlaces presentes
en el grupo amida se encuentran dentro de un mismo plano (el llamado plano

peptidico), donde los valores de los angulos formados por los mismos es siempre
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cercano a 120 ° (O=C-N: 123.5 °; O=C-C: 120.5 °; C-N—-C: 122 °). En la Tabla 2.2 se
detallan las medidas experimentales de los angulos que forman los momentos de
transicion de las diferentes bandas correspondientes al grupo amida con el enlace
C=0 de este grupo, tal y como se citan en la bibliografia para el poli(y-bencil a,L-

glutamato).

Tabla 2.2. Angulo formado entre el vector del momento de transicion y el enlace C=0 del grupo

amida.
Autores amida A amida | amida Il
Sandeman, 1955 +110-8° +22 °(£2) +720-57°
Abbott y Elliott, 1956 +8° +17° +68, +77 °(doble)
Bradbury y Elliott, 1963 +80-28° entre +15y25° +730-37°
Ingwall y col., 1975 +8° +20° +73°

En la practica se hace variar el angulo de incidencia de la radiacion infrarroja
polarizada con respecto a la direccion de orientacidén de la muestra (6) y se registran
los espectros IR cuando esta incide de forma paralela (6 = 0°), y perpendicular (6 =
90°) al eje de estiramiento. El cociente entre las medidas de la absorbancia para estas
dos orientaciones (relacion dicroica) es utilizado para calcular el angulo entre el
momento de transicion de la banda analizada y el eje de estiramiento de la muestra. El
radio dicroico puede tomar valores entre 0 e «© , y 6 puede ser calculado a partir de las

ecuaciones dadas por Fraser (1958).

Para la adquisicion de los espectros de dicroismo IR se usé un polarizador de
oro suministrado por la casa Perkin Elmer. Dicho polarizador consta de un sistema
mecanico que permite variar el angulo del haz incidente polarizado respecto al eje de
orientacion de la muestra entre 0 (paralelo) y 90° (perpendicular). El barrido de fondo
se realizdé con un angulo de 45° intermedio entre los utilizados para determinar la

relacion dicroica.
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Las peliculas utilizadas para este estudio fueron preparadas a partir de
disoluciones diluidas de cloroformo o bien de cloroformo/TFE. Las muestras se
orientaron por estiramiento en las mismas condiciones que las muestras para
difraccién de rayos X, y el espesor de los filmes se restringe a unas pocas micras con
el fin de que las muestras no absorban demasiado (Ley de Lambert-Beer). Este hecho
hace que las peliculas no sean apropiadas para difractar los rayos X. Alternativamente
en algunos casos se prepararon muestras inmersas en una matriz de POE segun el
método desarrollado por Ingwall y col. (1975) para poli(a-glutamato)s. La
concentracion de los polimeros en el POE se aument6 al 80 % (p/p) debido a la
disminucion de la concentracion de grupos cromaoforos (amida) en la cadena principal,

inherente a la constitucién quimica de los poli(y-glutamato)s.

2.8. Determinacion de densidades

Para la determinacién de la densidad se siguié el método de flotacion en
disoluciones acuosas de KBr o en mezclas de etanol-agua. Este método consiste en
introducir pequenas porciones de filmes, rigurosamente secos, en una probeta con un
liquido de menor densidad que el polimero al cual se le va afiadiendo la disolucion o el
liquido de mayor densidad hasta que la muestra se eleva del fondo y se mantiene en
equilibrio en el interior del liquido. Posteriormente se determina la densidad del liquido
con un picnometro y se promedia con la obtenida utilizando el mismo procedimiento

pero empezando con un liquido de densidad superior a la de la muestra.

2.9. Difraccién de rayos X

Los diagramas de difraccion de rayos X se obtuvieron en una camara Statton
Pinhole modificada (W. H. Warhus, Willmington, Delaware, USA) con registro
fotografico sobre film plano y monocromador de grafito que selecciona la radiacion Cu-
Ky (A= 0.15418 nm). La calibracion se hizo con sulfuro de molibdeno (dzqo: 0.6147 nm).

Para los registros fotograficos de los difractogramas se utilizé film Kodak DEF-5.
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Para las muestras en polvo se utilizaron capilares de paredes delgadas de
vidrio sin plomo, especial para rayos X, transparentes a la radiacion y con diametros

comprendidos entre 1.0 y 1.5 mm.

Las peliculas se obtuvieron por evaporacion de disoluciones concentradas de
polimeros en cloroformo, o en mezclas de cloroformo-trifluoroetanol. El vidrio sobre el
que se prepar6 el film se silanizd previamente con cloruro de trimetilsilano para

favorecer la separacion de las muestras.

De manera general, los polimeros se orientaron por estiramiento uniaxial a
diferentes temperaturas. Para este propdsito, en algunos casos, se utilizaron bafos de

liquidos inertes.

Las peliculas de polimero se colocaron directamente sobre la superficie del
colimador, de manera que el haz incidiese de forma paralela o perpendicular a la

superficie de los mismos.

Los termodifractogramas se registraron a partir de peliculas de polimero sin
orientar depositadas sobre aluminio. Se utilizé un difractémetro Siemens D-500 con
radiacion Cu-K,, dentro de un intervalo de 26 comprendido entre 5 y 40° La
temperatura fue regulada por un sistema TPK-A y la detecciéon de la radiacién se

realizé con un contador de centelleo.

2.10. Microscopia éptica y electrénica

Las observaciones opticas se realizaron en un microscopio de polarizacion

Nikon provisto con una platina de calentamiento Mettler FP-80.

Los diagramas de difraccion de electrones se obtuvieron en un microscopio
Philips-301 que opera a 100 kV. Las muestras se prepararon como peliculas ultrafinas
con espesores menores de 50 nm por evaporaciéon de disoluciones de polimero al 1%
en CHCI; sobre una superficie de agua y recogiéndolas sobre rejillas cubiertas con film

de carbon.
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2.11. Calorimetria diferencial de barrido y termogravimetria

La calorimetria diferencial de barrido para los poliaspartatos se llevd a cabo en
un calorimetro Mettler TA4000 con una célula de analisis DSC30, que permite realizar
medidas entre —150 °C y 600 °C con una precision de + 0.2 °C y un microprocesador
acoplado TC11. Para los poliglutamatos se utilizé un calorimetro DSC Perkin-Elmer,
Pyris 1, con un dispositivo Intracooler que permite trabajar a temperaturas de hasta -40
°C. Las curvas de DSC se registraron principalmente de filmes previamente
caracterizados por rayos X, empleandose entre 2 y 4 mg de muestra. Los barridos se
efectuaron con una velocidad de calentamiento de 20 °C-min™ en un intervalo de
temperaturas comprendido entre -30 y 270 °C, bajo corriente de nitrdgeno con un flujo
de 60 mL'min”. El aparato se calibra con un estandar de indio de entalpia y

temperatura de fusién perfectamente conocidas.

Para el analisis termogravimétrico se utilizé6 una termobalanza Perkin Elmer
modelo TGA-6 capaz de trabajar desde temperatura ambiente hasta 1000.0 °C. La
velocidad de calentamiento puede ser variada desde 0.1 a 100 °C'min” y la
microbalanza con la cual esta equipado el sistema, posee una precisién de 0.5 ug para

pesos de muestra de 1 a 20 mg.

Para las curvas de TGA se emplearon cantidades de muestra de 5-6 mg y se
aplico una velocidad de calentamiento de 20 °C-min™ en un intervalo de temperatura

comprendido entre 50-500 °C bajo corriente de nitrégeno con un flujo de 200 mL-min™.

2.12. Analisis dinamomecano-térmico

Esta técnica se basa en deformar la muestra por aplicacion de un movimiento
sinusoidal, que puede expresarse por la ecuacion: (t) = €, sen(ot), donde e(t) es la
deformacion en funcion del tiempo, ¢, es la deformacidon maxima aplicada, » es la
frecuencia angular y t, el tiempo. La tensidon producida en el material puede ser
expresada por la ecuacion: o(t)= o, sen(w+d)t, donde o, es la tension maxima y 6 la
diferencia de fase entre la deformacion aplicada y la tension producida. Si el material

fuese totalmente elastico no existiria tal desfase. Este se produce como consecuencia
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de la naturaleza viscoelastica del material, el cual no responde de forma instantanea a
la deformacion aplicada. Las propiedades dinamomecanicas de un material
viscoelastico se describen mediante el médulo complejo, E'= o/e=E’+iE”, donde E’ es
el modulo de almacenamiento, y esta relacionado directamente con la energia que
puede recuperarse de la deformaciéon producida en el material viscoelastico y E” es el
modulo de pérdidas, relacionado con la energia no recuperable. La diferencia de fase
8, viene determinada por la relacion entre estos dos componentes denominada

tangente de pérdidas, tan 6= E"/E’.

Mediante la técnica de DMTA se pueden obtener experimentalmente los
valores de E’, E” y tan 8. A partir de estas medidas se obtiene informacién cuantitativa
de la variacion que experimenta el médulo con la temperatura durante las transiciones
térmicas inherentes al polimero. De esta manera se pueden determinar las
transiciones asociadas a movimientos de la cadena principal (o), asi como aquellas

relacionadas a movimiento moleculares locales de la cadena lateral (B y v).

Por lo general se observa un comportamiento lineal entre In fy 1/T en la
relajacion o dentro del intervalo de frecuencias empleado. Por consiguiente, la energia
de activacion correspondiente a un proceso de relajacion se puede calcular mediante

la ecuaciéon de Arrhenius

|n f= In fo' Ea/RT

donde f es la frecuencia, f, la frecuencia a la temperatura infinita, T es la temperatura

absoluta, E, es la energia de activacion y R es la constante universal de los gases.

La energia de activacion E, se obtiene a partir de la pendiente de la
representacion lineal del logaritmo de la frecuencia (In f) frente al inverso de la
temperatura del maximo de tan & (1/T) (Wetton, 1985). Si bien es ampliamente
aceptado un comportamiento tipo Arrhenius para las relajaciones y y B, para la
relajacion o se suele utilizar la relacion de Williams-Landel-Ferry (WLF). No obstante
Brouckere y Offergeld (1958) observaron que la relajacién o para una serie de

polimetacrilatos sigue la relacion lineal In -1/T en lugar de la de WLF.



48 Capitulo 2

Los analisis de DMTA se realizaron en un equipo Rheometrics PL-DMTA MK3
de los laboratorios de Termodinamica y Fisicoquimica de esta Escuela. Las medidas
dinamomecanicas se han realizado en un intervalo de temperaturas de -150 °C a 200
°C a frecuencias de 1, 5, 10 y 50 Hz y con una velocidad de calentamiento de 2
°C-min™". En todos los casos se trabajé con un flujo de nitrégeno seco para garantizar

que en el interior del aparato no existiera humedad.

Se han utilizado probetas rectangulares (2 cm x 1.2 cm x 0.25 cm). En todas
las muestras se ha trabajado con una deformacion prefijada de + 32 um y en el modo
de flexion en simple cantilever. Para ello la muestra se amordazé por un extremo a un

marco, y por el centro a un vastago movil que le transmitié el movimiento.

Las probetas se obtuvieron por prensado en caliente en un accesorio Constant
Thickness Film Maker (CTFM) P/N 15620 de Specac Limited. Se utilizé el espaciador
E (250um) y la cantidad de muestra empleada fue de aproximadamente 120 mg de
polimero lo mas finamente dividido posible. La velocidad de calentamiento empleada

fue en todos los casos de 2 °C-min™.

Todas las muestras (tanto poliglutamatos como poliaspartatos) se mantuvieron
durante 15 minutos a la temperatura final y después se dejaron enfriar hasta

temperatura ambiente en el accesorio refrigerado con agua que circula para tal fin.

Mediante difraccion de rayos X no se apreciaron diferencias de cristalinidad en

las muestras antes y después del ensayo de DMTA.
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