Unién Europea
Regior eM i
Region de Murcia ko B {-\e eC
de Desamolio Regional REGION o
“Una manera de hacer Europa - PEARCY 94 coizado y del plo
colzado y del ploitico

Centro tecnoldgico del calzado

y del plastico.

Encapsulacion de aditivos para
biodegradacion de plasticos

Indice




1. Resumen por objetivos pag. 1
2. Informe por objetivos

Objetivo 1: Investigacion y obtencion de nuevas formulaciones

De acido polilactico con mayor capacidad de degradacién con

encapsulacion de enzimas  pag.2
1.1 Investigacion y obtencién de nuevos aditivos al acido polilactico pag. 2

1.1.1 Almidén pag. 4
1.1.2 Quitosano pag.5
1.1.3 Polietilenglicol pag. 9
1.1.4 Sulfato y carbonato de calcio. pag. 11

1.2 Investigacion, obtencion e inclusidn de nuevos aditivos con
enzima proteinasa K que permitan un mayor grado de
biodegradabilidad al PLA pag. 13
1.2.1 Obtencién de proteinasa K adsorbida sobre
diferentes aditivos pag. 19
A. Obtencion de proteinasa K absorbida sobre almidén pag. 19
B. Obtencidén de proteinasa K absorbida sobre compuestos  pag. 27
con poder de fertilizacion

1.2.2 Obtencién de microencapsulados de proteinasa K pag. 32
A. Obtencion de microcapsulas de alginato de sodio pag. 35
B. Obtencidn de microcapsulas de alginato de calcio pag. 39
1.2.3 Inmovilizacién de proteinasa K pag. 48

A. Inmovilizacién de proteinasa K directamente sobre PLA  pag. 48
B. Inmovilizacion de proteinasa K sobre cinamato pag. 51

Objetivo 2: Investigacion y obtencion de nuevas formulaciones
de polibutilen-adipato-co-tereftalato con mayor capacidad de
degradacion con encapsulacion de enzimas

pag. 55
2.1 Modificacion e incorporacion de nuevos aditivos al PBAT
para aumentar su capacidad de degradacion. pag. 58
2.1.1 Angulos de contacto pag. 58
2.1.2 Espesores de capa pag. 65
2.1.3 Sales Inorganicas pag. 70
2.1.4 Sorbitol pag. 75

2.2 Investigacion y obtencion de nuevas formulaciones de PBAT
y PLA con encapsulacion de las enzimas proteinasa K, a-amilasa y lipasa
B pag. 77
2.2.1 Investigacion de la actividad de a-amilasa pag. 77
2.2.2 Investigacion y encapsulacion de proteinasa K, lipasa B

y a-amilasa sobre cinamatos e incorporacion al PBAT pag. 84
2.2.3 Investigacion de la biodegradacion de films de PBAT-PLA

en disoluciones de proteinasa K, a-amilasa y lipasa B pag. 87



3 Conclusiones pag. x



1. RESUMEN POR OBJETIVOS

Objetivo primero: Investigacion y obtenciéon de nuevas formulaciones

De acido polilactico con mayor capacidad de degradacién con

encapsulacion de enzimas

Objetivo segundo: Investigacion y obtencion de nuevas formulaciones

de polibutilen-adipato-co-tereftalato con mayor capacidad de

degradacion con encapsulacion de enzimas




2. INFORME POR OBJETIVOS

Objetivo 1. Investigacion y obtencion de nuevas
formulaciones de acido polilactico con mayor
capacidad de degradacion con encapsulacion de
enzimas

Objetivo 1.1: Investigacion e inclusion de nuevos aditivos al
acido polilactico.

El acido polilactico (PLA) es un polimero termoplastico degradable que presenta
excelentes propiedades mecanicas lo que ha permitido un crecimiento exponencial de su
fabricacion industrial en los Gltimos afios. En los ultimos afios, el uso de polimeros
degradables como el PLA ha sido ampliamente estudiado en la industria médica y

farmacéutica, textil y la del empaquetado.
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Figura 1. Estructuras quimicas del dcido polilactico y su mondémero precursor el dcido ldctico.

El PLA es capaz de sufrir un proceso de hidrélisis del grupo éster, fragmentando las
largas cadenas en unidades mas pequefias hasta oligdmeros y mondmeros. A su vez, la
formacion de grupos carboxilicos como consecuencia del proceso de degradacion
provoca un efecto auto catalitico del &cido polilactico.

Son algunos los factores que influyen en el proceso de biodegradacién de cualquier tipo
de polimero y en especial del PLA:
- Peso molecular: se ha observado que polimeros de PLA con mayor peso
molecular tardan mas tiempo en degradarse que los que poseen menor peso

molecular.




- Factores relacionados a su estructura ordenada: temperatura de transicion vitrea
(Tg) y temperatura de fusion (Tm).

- Factores relacionados a la superficie: &rea de superficie, hidrofilia y
propiedades hidrofébicas)®.

- Cristalinadad: al igual que con el peso molecular, cuanto mayor sea el grado
de cristalinidad del PLA, mayor seré el tiempo que tardara en degradarse.

Todos estos factores se deberan tener en cuenta para poder disefiar un proceso que
permita una mayor degradacion del PLA.

En este apartado se incluyen los aditivos objeto de estudio a incluir en el polilactico
con el fin de obtener un aumento significativo en la velocidad de degradacion, evitando

una pérdida importante de las propiedades mecanicas del mismo.

. Nishida, H.; Tokiwa, Y. J Appl Polym Sci, 1992, 46, 1467.



1.1.1 Almidon

El almidén es un polisacarido ampliamente utilizado como aditivo de carga en
plasticos debido a su bajo coste, elevada disponibilidad y su procesabilidad en técnicas
convencionales para el procesado de plasticos lo que permite reducir los costos de
produccion.

La inclusion de almidon como aditivo de carga al PLA genera la formacién de un
nuevo polimero con mayor capacidad de biodegradacién? ya que se favorece un
incremento de la absorcion de agua en el pléstico debido a la presencia del almidén® y,
por consiguiente, se facilita su hidrolisis por la accion de microorganismos, degradando
el poliléctico hasta la obtencion de oligdmeros y monémeros de &cido l4ctico.

Sin embargo, la adicion de una concentracion superior al 20% de almidén provoca
un empeoro de las propiedades mecénicas del PLA (como la fuerza de tension o el
coeficiente de elongacion) debido a las bajas atracciones interfaciales entre ambos

componentes®.

Figura 2. Imagen a microscopio de 200 aumentos de un film con un 7% de almidon.

Por lo tanto, se incluira un porcentaje en peso de almidon en todos los films creados,
que variard entre un 5y un 9%.

Wang, H.; Sun, X.Z.; Seib, P. Journal of Applied Polymer Science, 2001, 82, 1761.
Ke, T.Y.; Sun, X.Z. Cereal Chem, 2000, 77, 761.

Yew, G.H.; Yosuf, A.M.; Ishak, Z.A.; Ishiaku, U.S. Polymer degradation and stability, 2005, 90,
488.




1.1.2 Quitosano

El quitosano (QN) es un aminopolisacarido que se obtiene a nivel industrial a
partir de la quitina. Es un polisacérido versatil debido a la presencia del grupo funcional
amino, lo que permite su modificacion para conseguir diferentes propiedades como la

solubilidad, ya que es soluble en disoluciones ligeramente &cidas.
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Figura 3. Estructura quimica del quitosano.

El quitosano es actualmente utilizado como aditivo al PLA debido a su
compatibilidad y biodegradabilidad, actuando como un perfecto aditivo de carga.
Ademas, al ser un compuesto altamente hidrofilico permite una mayor absorcion de
agua y acelera la degradacion.

Otro dato importante a conocer sobre el quitosano es que suprime la cristalinidad
del PLA, aumentando la proporcion de zonas amorfas que son mas susceptibles a la
degradacion.

Estudios realizados por autores venezolanos® revelaron que la adicién de un
porcentaje de QN al PLA favorece su biodegradacion en presencia de microorganismos
a lo largo del tiempo. Estos hechos se comprobaron produciendo dos composiciones con
diferentes porcentajes de PLA-QN, 80-20 y 60-40, que posteriormente se dejarian en
contacto con el suelo. Para poder verificar si aumentaba el proceso de biodegradacién
realizaron medidas de diferencia de peso, incorporando el pardmetro “peso de

retencion” como un porcentaje:

5 Rodriguez, A.; Matos, M.; Rosales, C. Tesis Doctoral “Estudio de la degradacion de compuestos

de poli(dcido ldctico) con sulfato de calcio y quitosano”. Universidad Simdn de Bolivar, Venezuela, 2009.
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Ecuacion 1. Ecuacion para el porcentaje de pérdida de peso

Donde:
Po = peso inicial de la muestra

P; = peso final de la muestra

En la gréfica siguiente se muestran las variaciones del porcentaje de peso medidas para el
PLA y los dos tipos de PLA-QN:
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Figura 4. Variacion en peso de las muestras de PLA, PLA20QN y PLA40QN.

En el grafico puede observarse una disminucion del peso a medida que transcurre la
degradacion en compostaje. La pérdida es mas rapida para el PLA que posee QN,
consiguiéndose a las 6 semanas una pérdida en peso del 8% y del 24% para el
PLA20QN y PLA40QN, respectivamente. Sin embargo, para el PLA sin la presencia
del polisacarido se observa Unicamente un 2% de pérdida de peso a las 6 semanas.

En los ensayos preliminares de QN se adiciond un 1% de este compuesto al PLA
para facilitar, aunque minimamente, la biodegradacion y para generar la formacién de
lactatos de quitosano como consecuencia de la formacion de oligdbmeros y monémeros
acidos una vez comience dicho proceso. Sin embargo, la adicién del QN se produjo
mediante una dispersion del mismo en el PLA, generando un film granuloso y

transparente. Este proceso se mejorara con posterioridad al incluir otros aditivos.



Figura 5. Imagen a microscopia de 200 aumentos del PLA con un 1% de QN.

Otro ensayo fue aumentar la concentracion de QN hasta un 5% en el PLA y afadir
un 5% de PEG para facilitar la dispersion del QN, aunque los resultados no fueron los

esperados ya que se obtuvo un film de textura muy granulosa y de color amarillo.

Figura 6. Imagen a microscopia de 200 aumentos del PLA con un 5% de QN y un 5% de PEG.

La dificil inclusion del quitosano en el PLA es debido al elevado tamafio de
particula que posee lo que ocasiona una textura granulosa. Con el objetivo de reducir el
tamafio de particula se realiz6 un ensayo que consistia en adicionar gota a gota una
disolucién de NaOH a pH 9 sobre quitosano en agua (2.8% en masa) acidificada con
acido acético. Se pudo obtener un tamafo de particula menor que el comercial y asi lo

demuestra las imagenes recogidas a microscopia de 600 aumentos.



Figura 7.Imagenes a microscopio de 600 aumentos de quitosano comercial (izquierda) y precipitado

(derecha).

Por lo tanto, a pesar de tratarse de un aditivo que favorece la degradacion del PLA
no se va a utilizar en el desarrollo de este proyecto debido a las bajas propiedades

mecénicas que presenta el PLA resultante.



1.1.3 Polietilenglicol

El polietilenglicol (PEG) es un poliéter ampliamente utilizado en la industria, sobre
todo como disolvente en reacciones. Generalmente, su nombre aparece asociado a un

numero que indica la masa del polimero u oligémero.
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Figura 8. Estructura quimica del polietilenglicol.

Los estudios del PEG como aditivo al PLA revelaron que se producia una mejora en
algunas de las propiedades de éste, como es el caso de la fragilidad, y se producia un
aumento de sus aplicaciones’.

El grupo de investigacion estadounidense dirigido por el profesor McCarthy’
demostraron que la adicion de PEG (con un peso molecular de 20000 g/mol) al PLA
provocaba un incremento en la velocidad de degradacién de éste como consecuencia de
un aumento de la absorbancia de agua por parte del PEG. El estudio se realiz6 con
mezclas que poseian diferentes porcentajes de PLA-PEG, observandose que para
mezclas que poseian un 30% o mas de PEG, se producia la degradacion del PLA y la
disolucion del PEG, lo que provocaba un cambio en las propiedades mecanicas del
PLA.

Los mejores resultados se obtuvieron con un porcentaje de PLA-PEG de 70-30, tal y

como demuestra el siguiente grafico:

6

443.
7

Paul, M.A.; Alexandre, M.; Degrée, P.; Henrist, C.; Rulmont, A.; Dubois, P. Polymer, 2003, 44,

Sheth, M.; Kumar, A.R.; Davé, V.; Gross, A.; McCarthy, S.P. Journal of Applied Polymer Science,
1997, 66, 1495.
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Figura 9. Grdfico que representa la pérdida en peso frente al tiempo para distintas mezclas de PLA-PEG.

Para el desarrollo de este objetivo se incorporo un porcentaje de PEG (inicialmente
un 5% de PEG 4000 y posteriormente una mezcla formada por un 2% de PEG 4000 y
un 3% de PEG 10000) al PLA con el objetivo principal de generar un film con mayor
capacidad de retencion de agua y facilitar asi su hidrdélisis. El film obtenido es
parcialmente transparente y presenta buenas propiedades mecénicas. No se aumenté el
porcentaje de PEG debido a la pérdida de propiedades mecénicas.

Figura 10. Film BIOM F4 que posee un 5% de PEG 4000.
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1.1.4 Sulfato y carbonato de calcio.

El sulfato de calcio (comUunmente denominado como yeso) es un subproducto
resultante de la fermentacion de glucosa hasta acido polilatico mediante cultivos de
microorganismos. Es por ello que su uso como aditivo de carga en el PLA es
ampliamente utilizado.

Muriaru y su equipo de investigacion® demostraron que existe una buena adhesién
interfacial entre la matriz del PLA y el sulfato de calcio. A partir de estos estudios se
observo que el sulfato de calcio era capaz de catalizar la degradacion del PLA, tal y

como se muestra en el mecanismo de la imagen siguiente.
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Figura 11. Mecanismo propuesto para la degradacion de PLA catalizada por CaSO,.

El mecanismo propuesto comienza con la formacion del ion bisulfato a partir del
anion sulfato y agua. Este bisulfato actia como un agente nucletfilo atacando al
carbono del grupo carbonilo (que se trata de un carbono electréfilo). Este ataque
provoca la ruptura del enlace simple C-O y por lo consiguiente la ruptura de la cadena.
Posteriormente, se produciria el ataque al agua del alcoxido generado y la liberacion de

iones hidroxilos que generan la salida del bisulfato en la otra cadena.

8 Pluta, M.; Muriaru, M.; Da Silva, A.F.; Alexandre, M.; Galeski, A.; Dubois, P. Journal of Applied

Polymer Science, 2007, 45, 2770.
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Sin embargo, a pesar de existir una buena adhesion interfacial entre ambos
componentes, si se observa una disminucion en las propiedades mecanicas del polimero
resultante debido a la presencia de los iones sulfato.

A la luz de estos hechos se decidié utilizar como aditivo el carbonato de calcio
(CaCO:s3) ya que, ademas de ser un aditivo de carga ampliamente utilizado en polimeros
por su bajo coste, su hidrolisis produce un anién hidrogenocarbonato cuyo mecanismo
seria igual que el hidrogenosulfato con la Unica diferencia que reaccionaria finalmente
con agua formando &cido carbonico que debido a su baja estabilidad se descompone en
agua y CO,, favoreciéndose la hidrolisis al desplazar el equilibrio.

Un ensayo preliminar fue incluir un porcentaje del 5% de CaCO3; en el PLA y
observar si existe una buena compatibilidad entre ambos componentes. Los resultados
fueron positivos y todos los films utilizados en esta memoria contienen un 15% de

CaCO3; como aditivo, excepto en aquellos casos en los que se mencione lo contrario.

12



Objetivo 1.2: Investigacion, obtencién e inclusion de nuevos
aditivos con enzima Proteinasa K que permitan un mayor
grado de biodegradabilidad al PLA.

CETEC precisa obtener acido polilactico que presente un mayor grado de
biodegradabilidad al que actualmente comercializa. Hay diferentes enzimas y especies
de microorganismos descritas en la bibliografia que pueden degradar el PLA como
actinomicetos®, levaduras'®, bacterias'! u hongos™.

En lo referente al uso de enzimas como catalizadores, se ha descrito en la
bibliografia la degradacién de PLA por accién de lipasas™ y proteasas™®. Entre todas
estas enzimas destaca una proteasa de tipo serina, la proteinasa K, debido a que presenta
la mayor efectividad para la degradacion del PLA™ y por lo tanto sera elegida para la

consecucion de este objetivo.

Figura 12. Imagen tridimensional de la proteinasa K.

o lkura, Y.; Kudo, T. J Gen Appl Microbiol, 1999, 45, 247.

10 Jareat, A.; Tokiwa, Y. Macrobol Biosci, 2001, 1, 136.

1 Uchida, H.; Nakajima-Kambe, T.; Shigeno-Akutsu, Y.; Nomura, N.; Tokiwa, Y.; Nakahara, T.

Microbiol Lett, 2000, 189, 25.

12 Oda, Y.; Asari, H.; Urakawi, T.; Tonomura, K. Microbiol Lett, 1995, 152, 339.

13 Akutsu-Shigeno, Y.; Teeraphatpornchai, T.; Teamtisong, K.; Kamura, N.; Uchiyama, H.;

Nakahara, T.; Nakajima-Kambe, T. Appl Environ Microbiol, 2003, 69, 2498.

14 Lim, H.A.; Reku, T.; Tokiwa, Y. Biotechnol Lett, 2005, 27, 459.

15 Williams, D.F. Engineering in Medicine, 1981, 10, 5.
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El centro activo de la enzima se compone de una triada catalitica muy tipica en la
familia de las serin-proteasas que se basa en los aminodcidos acido aspartico (D39),
histidina (H69) y serina (S224), que a su vez estan espacialmente proximos al bolsillo
de oxoaniones, una cavidad que se haya dentro del centro activo constituida por el
aminoacido asparagina (N161)™.

Asp39

Figura 13. Representacion espacial de los 3 aminodcidos que constituyen el centro activo de la enzima.

Oxyanion hole

Ser 223

Figura 14. Representacion esquemdtica del centro activo junto al bolsillo de oxianiones, necesario para
poder realizar el mecanismo catalitico.

Betzel, C.; Pal, G.P.; Saenger, W. Eur. J. Biochem., 178, 2011, 289.
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Para caracterizar la actividad enzimatica de la proteinasa K, a través de sus
parametros enzimaticos correspondientes (Vy y Kwu), se va a llevar a cabo el estudio de
medidas de absorbancia descrito en la bibliografia del producto resultante de la ruptura
del enlace acetato del compuesto organico p-nitrofenil acetato (pNA) por la proteinasa
K para generar el correspondiente alcohol, p-nitrofenol (PNP).

OCOCH,; OH

Proteinasa K
RN

NO, NO,

Esquema 1. Reaccion de desacetilzacion catalizada por la proteinasa K.

En primer lugar es necesario preparar las disoluciones para realizar las medidas:

a) Disolucion Tampédn: la enzima debe encontrarse en una disolucion tampon 20

mM de acetato de N,N’-etilmorfolina (NEMa), preparada a partir de N-

etilmorfolina (23 ul) en agua (10 mL) y ajustada a pH=8 con &cido acético.

b) Disolucidn de la enzima: es necesario preparar una de 20 ug/mL de proteinasa K
en 20 mM de la disolucion de NEMa a un valor de 7.4 de pH.
c) Disolucién del p-nitrofenil acetato: se prepara una disolucién de partida de pNA

220 mM, en metanol como disolvente y se diluye para obtener una
concentracion 2.5 mM. Antes de proceder a realizar las medidas es necesario
dejar a temperatura ambiente la disolucién de pNA entre 3 y 20 horas para que

se produzca su total disolucién en el metanol.

Se realizaron medidas de absorbancia a una longitud de onda de 425 nm, de la
reaccion cada 10 segundos como intervalo durante un tiempo méximo de 120 segundos.

El coeficiente de extincion de absorcion es 18,5 mM™ cm™.

Se realiz6 el calculo de los parametros cinéticos de velocidad maxima de la enzima
(Vwm) y de la constante de velocidad Ky. Para ello, se realizaron medidas de absorbancia

a diferentes concentraciones de pNA (desde 0.2 hasta 2.5 mM) y 20 wg/ml de

17

245.

Stone, A.L.; Jackson, G.S.; Collinge, J.; Wadsworth, J.D.; Clarke, A.R. Biochemistry, 2007, 46,
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concentracion de la enzima. A partir de los datos de absorbancia obtenidos, se puede
calcular la velocidad inicial para cada reaccion (V,). En la tabla nimero X se muestran
las concentraciones del sustrato pNA, las medidas de absorbancia obtenidas, la

concentracion del producto PNP y la velocidad inicial para cada una de las medidas.

Tabla 1. Cdlculo de las velocidades iniciales para las diferentes concentraciones de pNA.

[PNA] (mM) A [PNP] (umol) | Vo (wmoles/min)

0,2 0,022 1,189 0,595

0,5 0,051 2,757 1,378
0,75 0,065 3,514 1,757

1 0,075 4,054 2,027

1,5 0,091 4,919 2,459

2 0,106 5,730 2,865

2,5 0,107 5,784 2,892

Representando las velocidades iniciales (en umol/min) frente a la concentracion de
pNA (en mM), obtenemos la siguiente gréfica:
3,5
2,5
1,5

0,5

Vo (wmoles/min)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[PNA] (mM)

Figura 15. Representacion grdfica de las velocidades iniciales frente a la concentracion de sustrato.

La ecuacion de Michaelis-Menten nos relaciona la velocidad inicial de la reaccién

con la Vi, la Ky y la concentracion de sustrato a través de la siguiente ecuacion:

Yo=K, +[S]

16



Ecuacion 2. Ecuacion de Michaelis-Menten.
Si sobre esta ecuacion realizamos unos cambios, la ecuacidn resultante puede

expresarse de la siguiente forma:

1 _K, 1 1
vO Vmax m Vmax

Ecuacion 3. Ecuacion de Michaelis-Menten.

A continuacién, calculamos el inverso de la concentracion del p-nitrofenil acetato y

de las velocidades iniciales para cada concentracion:

Tabla 2. Inverso de la concentracion del sustrato y de las velocidades iniciales.

[1/S] (I/mM) | 1/, (min/umol)
5,00 1,68
2,00 0,73
1,33 0,57
1,00 0,49
0,67 0,41
0,50 0,35
0,40 0,35

Por altimo, representando en el eje de abscisas el inverso de la concentracion de
PNA vy en el de ordenadas el inverso de la velocidad inicial para cada concentracion,

obtenemos el siguiente grafico:

2 -
y=0,2917x+ 0,2001

—_ 15 1 R? =0,9963

3

~

£ 14

£ ¢

(=] L
z 05 - po &
L] | of
2 0 2 ‘ 6

1/ (mM)

Figura 16. Grdfico del inverso de las velocidades iniciales y de las concentraciones de reactivo.
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Tal y como se ha mencionado en la ecuacion anterior 3, la ordenada en el origen de

la recta se trataria del inverso de la velocidad maxima, por lo que:
1/Vimax = 0.200> Vax = 5.0 umol/min

Dividiendo entre el volumen de reaccion (3 ml):

Vmax = 50/3 =1.70 MM/mln

Si igualamos la ecuacién de la figura X a cero, es decir, cuando 1/Vo=0, y

realizamos operaciones para despejar términos obtenemos que:

1[So] = -1/Km

Por lo tanto, si aplicamos estos datos en nuestra recta:

0.292x + 0.200 = 0 - x = -0.200/0.292 = -0.685

Como x = -1/Ky =2 -1/Km =-0.685 = | Ky = 1.46 mM

18



| 1.2.1 Obtencion de proteinasa K encapsulada sobre diferentes aditivos. |

Este objetivo consta a su vez de dos subobjetivos:
A. Obtencion de proteinasa K encapsulada sobre almidon.

Para la obtencion de proteinasa K encapsulada sobre almidén se prepar6 una
disolucion al 2% en peso de almiddn soluble en agua que se dejé en agitacion durante 1
hora. Tras finalizar este tiempo, se adicion6 bajo bafio de hielo una disolucion de la

enzima tal que la concentracion final de la mezcla fuera 2 uM. El resultante se congel6

y se liofilizé.

Para el proceso de liofilizacion se utilizé un liofilizador Testlar Cryodos.

Figura 17. Liofilizador Testlar Cryodos utilizado para los procesos de liofilizacion de este trabajo.
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El producto obtenido se trata de un polvo de color blanco que pudo observarse
mediante un microscopio de mano PCE-MM200.

Figura 18. Imagen del almiddn liofilizado que contiene a la enzima a microscopio de 200 aumentos.

Figura 19. Microscopio de 200 aumentos PCE-MM200.
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Una vez obtenido el almidén con la enzima era necesario comprobar si poseia

actividad enzimatica. Para ello se realizd un ensayo con 50 mg de almidon y una

concentracion de sustrato 10 mM, obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 3. Medidas de absorbancia obtenidas con almiddn y una concentracion de la enzima 2.1 uM

liofilizadas.
Almiddn [Proteinasa K]
50 mg 2 uMolar

t(s) A t(s) A

0 0 60 0,089
10 0,016 70 0,101
20 0,025 80 0,109
30 0,039 90 0,113
40 0,053 100 0,114
50 0.068 110 0.115

Obsérvese que no se incluye el valor de absorbancia a los 120 segundos debido a

que era inferior a 0.115 y por lo tanto se puede despreciar, ya que se alcanza el nivel de

saturacion de la enzima.

Si representamos graficamente los valores de absorbancia frente a tiempo de la tabla 3:

120

Almidén 2% + 2 pM enzima
0,12
¢ ¢ ¢$ o

0,1 *
Ly ¢
g 0,08
-E 0,06 ¢
o 4

0,04
-&! A 4

0,02 ry *

0 ‘ T T T T T 1
0] 20 40 60 80 100
tiempo (s)

Figura 20. Representacion grdfica de la absorbancia frente al tiempo para el almidon con una

concentracion de la enzima 2uM.
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Figura 21. Imagen de la disolucién de a) pNA 10 mM y b) una vez afiadido el almiddn liofilizado con la
enzima.
Como se puede observar, el almiddn que contiene absorbida a la enzima posee

actividad y asi lo refleja el color y los datos de absorbancia obtenidos.

Sin embargo, los valores de absorbancia obtenidos son relativamente bajo, por lo
que se realizaron otros dos ensayos con 20 y 50 mg de capsulas en los que se aumento
la concentracion de la enzima hasta un valor 70 uM y una disolucion 50 mM del

sustrato. Los datos obtenidos se representan en la siguiente tabla:

Tabla 4. Medidas de absorbancia obtenidas con almiddn liofilizado con 70 uM de enzima.

|

100 0.201 100 0.585
115 0.207 115 0.601
120 N 208 120 N ANR
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Si representamos graficamente los valores de absorbancia frente al tiempo obtenidos

para cada concentracion:

Almidoén + Enzima 70 uM

0,8
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L 4
@

0,6 o
0!5 ’/—'

’/ ——50mg
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Figura 22. Grdfica de absorbancia frente al tiempo para el almiddn liofilizado.

El almidon que contiene una concentracion de la enzima 2 uM fue utilizado como
aditivo al PLA en una proporcion del 1% con el fin de comprobar si durante el proceso
de extrusién donde el PLA alcanza una temperatura proxima a los 180°C, no se
producia la desnaturalizacién de la enzima y por lo tanto, una vez formado el film de

PLA la enzima tendria actividad.

Para comprobar si la enzima poseia actividad una vez introducida en el film se
recorto tres fragmentos del PLA de diferentes zonas del film, se trocearon en pequefios
fragmentos y se sumergieron en una disolucion 50 mM del reactivo, con el fin de
observar si se producia o no la reaccion. Tras un periodo de 4 horas sumergido, no se
observaba ningin cambio de color en la disolucién. Este hecho fue corroborado
mediante medidas de absorbancia.

En este punto se plantearon dos hipotesis diferentes a esta problematica:

1. Desactivacion de la enzima: las altas temperaturas alcanzadas durante el
proceso de extrusion provocarian la desactivacion de la proteinasa K y como

consecuencia no se observaria actividad enzimatica.
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2. El sustrato, que se encuentra disuelto en un medio polar, no podria difundir
dentro del film y reaccionar con la enzima debido a la baja polaridad del
PLA.

Con el fin de contrastar alguna de las hipdtesis citadas con anterioridad, se

realizaron dos ensayos diferentes

a) Aumentar la polaridad del PLA mediante la introduccion de PEG lo que

permitiria una difusién del sustrato hacia el interior del film.

b) Disolucion del PLA en algun disolvente orgénico que contenga un 3% de
agua para estabilizar a la enzima y posterior extraccion con agua y adicion

sobre una disolucion del reactivo.

En la siguiente tabla se muestran los ensayos realizados con 4 tipos de PLA con
diferente composicién en funcion de los aditivos que poseen y diferentes disolventes,
con el fin de corroborar alguna de las hipotesis anteriores. Obsérvese que cuando se
menciona “color” hace referencia a, una vez disuelto el PLA en el disolvente, se aplicd
el procedimiento descrito con anterioridad en el apartado b. La concentracion de la

enzima utilizada para los ensayos fue 2 uM.

Tabla 5. Disolventes utilizados para disolver el PLA.

Disolvente Film PEG ¢Se hidrata? Color
26 No No
27 No No
Acetona No
29 Si No
30 Si No
26 No Si
27 No Si
1,4-dioxano
29 Si Si No
30 Si Si
26 No Si
Cloroformo 27 No Si .
i
29 Si Si
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30 Si Si
26 No No
27 No No
Acetonitrilo No
29 Si No
30 Si No

En el caso del cloroformo como disolvente, no sélo se hidrataba el PLA sino que se

producia su disolucién.

A la vista de los resultados anteriores, se puede observar un resultado positivo en las
medidas de absorbancia. Este hecho demostraria que la enzima no sufre su
desactivacion en el proceso de extrusion y por lo tanto el problema reside en la

polaridad del medio.

En el caso de los films enumerados como 29 y 30, que poseian un porcentaje de
PEG 4000 del 4%, no se observaba cambio en la tonalidad de la disolucién de reactivo
cuando se sumergia el PLA sobre éste. EI motivo es debido a que, a pesar de poseer una
cantidad de PEG del 4%, la polaridad del film no aumentaba lo suficiente como para
facilitar la difusion del reactivo a su interior. Ademas, el porcentaje de PEG 4000 puede
ser aumentado hasta un valor maximo del 30%. Una vez sobrepasado dicho valor, y
debido principalmente a su bajo peso molecular, puede provocar una disminucion de la
Ts.

Ante estos hechos, se decidié modificar el tipo de PEG del film afiadiendo un 2% de
PEG 4000 y un 3% de PEG 10000 para comprobar si el aumento de la polaridad
resulante de la incorporacion del PEG 10000 era suficiente como para permitir la

difusion del reactivo a su interior.
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Figura 23. Imagen de a) la disolucién patrén de pNA 50 mM y b) con el film BIOM32.

En la figura 23 se puede observar que se produce un cambio en la tonalidad de la
disolucion lo que implica una difusion del reactivo al interior del film y la reaccion. Sin
embargo, el nivel de absorbancia obtenido, y por consiguiente de actividad de la
enzima, no es lo suficientemente elevado como para poder considerar estas condiciones

como optimas y proceder a incluir el aditivo en el PLA para su desarrollo comercial.

Por ello, se prepar6 almiddn con una disolucion de la enzima concentrada (70 uM)
que se le proporciond a la empresa para obtener laminas de PLA. Tras obtener este film
(35y 36, que han sufrido un doble proceso de extrusion) se realizd un ensayo preliminar
disolviendo una cantidad del PLA en cloroformo y su extraccion con una pequefia
cantidad de agua y se adiciond a una disolucion 50 mM de pNA. El resultado fue

positivo, observandose un color amarillo aunque débil.
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B.Obtencion de proteinasa K encapsulada sobre compuestos con

poder de fertilizacion.

Los fertilizantes son sustancias organicas e inorganicas ampliamente utilizadas en la
industria agricola para mantener o incrementar el contenido de elementos en el suelo y

estimular el crecimiento de las plantas.

Actualmente los fertilizantes mas comercializados son los conocidos como NPK
debido a que contienen los tres nutrientes primarios para las plantas: nitrégeno, fosforo

y potasio.

El propdsito de este subobjetivo es conseguir PLA capaz de biodegradarse a mayor
velocidad mediante la accién de la proteinasa K y, a su vez, una vez producida su
hidrolisis, liberarse al medio diferentes tipos de aditivos con poder de fertilizacion que

sean capaces de estimular el crecimiento de las plantas.

Los aditivos que han sido seleccionados para el cumplimiento de este objetivo son
las sales KH,PO, y K;HPO, debido a que poseen dos de los nutrientes principales para

las plantas: fésforo y potasio.

Para la preparacion del aditivo se realizé una disolucion al 2% en masa de las sales,
disolviendo 0.27 g de KH,PO,4 en 10 mL de agua y 0.35 g de K,HPO, en otros 10 mL
de agua. A partir de estas disoluciones se realiz6 una mezcla final con 1 mL de la
disolucion de dihidrogenofosfato y 4 mL de monohidrogenofosfato y completando hasta
un volumen de 10 mL. A la disolucion resultante se le adiciond bajo bafio de hielo una
disolucion de la enzima para obtener una concentracion 70 uM. Tras una hora, la

muestra se congeld y liofilizo.
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Figura 24. Imagen a microscopia de 200 aumentos del aditivo con la enzima.

Con el fin de comprobar si la enzima absorbida posee actividad, se realiz6 un primer
ensayo adicionando una pequefia cantidad sobre una disolucion del reactivo 50 mM, y
observandose un cambio en la tonalidad a amarillo intenso, lo que demuestra la

actividad enzimatica de la proteinasa K.

Figura 25. Imagen de a) la disolucién patron de pNA 50 mM y b) una vez afiadido el aditivo con la
enzima.

Para finalizar se realizaron medidas de absorbancia con dos cantidades diferentes

del aditivo (20 y 50 mg) y comparando los resultados obtenidos.
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Tabla 6. Medidas de absorbancia obtenidas con el aditivo con poder de fertilizacion.

|

100 0.102 100 0.306
120 n104 120 N 212

Si representamos graficamente los valores obtenidos con anterioridad:

Fosfato + Enzima 70 pM

0,35
0,3 >t
oo /
,’, =——50mg

0,2 {
015 == 20mg

Absorbancia

0,1

0,05

0 20 40 60 &0 100 120

tiempo (s)

Figura 26. Grdfico de medidas de absorbancia con 20 mg (rojo) y 50 mg (azul) del aditivo.

Para finalizar la caracterizacion de se incluyo los fosfatos con la enzima liofilizada
en el film con un porcentaje al 1% en peso. Los film resultantes (film 35, 36 y 40) se
sumergieron en disoluciones de pNA 50 mM y se midi6 la absorbancia de la disolucion
a lo largo del tiempo para medir la actividad enzimatica de la enzima dentro del film.
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La composicion de los diferentes film se muestra en la siguiente tabla. En lo
referente al film 40 es necesario realizar una precisiéon y es que se trata de dos tipos
diferentes de film con idéntica composicion pero las diferencia una modificacion en la
temperatura del proceso (calentamiento a 4 y 24 horas). Los valores de absorbancia
nombrados en la tabla de 1° absorbancia son los obtenidos tras estar en contacto los
films con disoluciones de pNA 50 mM durante 30 dias. Por su parte, los expuestos en la
columna de 2° absorbancia son relativos a la exposicion del mismo film con una nueva

disolucién de la misma concentracion del reactivo durante otros 30 dias.

Tabla 7. Medidas de absorbancia obtenidas para los films en disolucion de pNA.

Film Composicion | 1° Absorbancia | 2° Absorbancia | % Desactivacion

6% almidon

35 9% PEG 4000

0.432 0.386 11

12% almidon
36 506 PEG 4000 0.245 0.187 24

40 - 4h 6% almidon 0.628 0.553 12
2% PEG 4000
40 - 24h | 3% PEG 10000 0.564 0.501 11

Algunos datos importantes a destacar es que se obtiene mayor valor de absorbancia
para el film 35 con respecto al 36 debido a que posee mayor porcentaje PEG. En lo
referente al film 40, se obtiene un mayor valor del sometido durante 4 horas a calor con
respecto al de 24 horas.

Si representamos graficamente los valores de absorbancia para cada film de ambos
meses, podemos observar que se obtiene una disminucion de la misma, observandose
una desactivacion de la enzima del 11-12% para todos los casos excepto para el film 36

que alcanza un 24%.
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Desactivacion Proteinasa K en film

Absorbancia

35 36 . 40 - 4h 40- 24h
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W 12 Absorbancia

M 22 Absorbancia

Figura 27. Grdfico de medidas de absorbancia para los films sumergidos en disolucion de pNA 50mM.
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| 1.2.2 Obtencion de microencapsulados de proteinasa K

La microencapsulacion se define como una técnica de sellado de sélidos, liquidos o
materiales gaseosos en forma de capsulas en miniatura y con tamafios que varian desde
una micra hasta cientos de micras

Una microcapsula esta formada por dos elementos claramente diferenciados: el
nucleo, que contiene el material activo, y una cascara de otro material que envuelve al
primero.

La morfologia de las microcapsulas depende tanto del material que forma el ndcleo
como del proceso de deposicion del material de cascara. Segin su morfologia las
microcapsulas se clasifican en tres grupos:

- Mononuclear: el nacleo esta confinado en el interior, rodeado por el material de
cascara.

- Polinuclear: contienen varios nucleos, separados entre si por el material de cascara.

- Matricial: el material del nucleo estad distribuido uniformemente dentro del

material de cascara.

a)

Figura 28. Morfologia de las microcdpsulas: a) mononuclear, b) polinuclear y c) matricial.

En este objetivo, el nlcleo estara formado por una sustancia liquida que contendra

disuelta a la enzima y el material de cascara estara formado por alginato.
El material utilizado para la microencapsulaciéon debe cumplir una serie de requisitos:

- formar una buena pelicula cohesiva

- no reaccionar con el material a encapsular

- ser solubles en algun disolvente

- no ser higroscopicos ni muy viscosos

- proporcionar las propiedades deseadas para el recubrimiento (flexibilidad,

impermeabilidad, estabilidad, etc).
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Para la formacién de las microcdpsulas se utiliza una pistola y un compresor de aire

de gran potencia equipado con un motor para cargar el depdsito.

Figura 29. Compresor utilizado para el desarrollo de este proyecto.

Este compresor se conecta directamente a la pistola difusora y permite la
nebulizacién de la mezcla. EI motor se activa cada vez que el deposito de aire baja de
una cierta presion para volver a cargarlo, con lo que siempre se mantiene una presion

que garantiza el suministro a la pistola.

En lo que respecta a la pistola, estad formada por un sistema de tres vias que se
especifican a continuacion:

- via 1 donde circula el caudal de aire procedente del compresor

- via 2 donde circula el material de cascara

- via 3 donde circula el material de nucleo.
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Figura 30. Pistola utilizada para la formacidn de las microcdpsulas.

La pistola anterior permite obtener pequefias cantidades de microcapsulas. Para la
obtencion de grandes cantidades a escala industrial se dispone de un dispositivo

multipistola como la anterior.

Figura 31. Dispositivo multipistola utilizada para la formacion de las microcdpsulas a escala industrial.

Del mismo modo que en el caso de la pistola simple, posee tres vias:
- una via superior donde se inyecta el material de cascara
- una via central donde circula el caudal de aire procedente del compresor

- una via inferior donde circula el material de nlcleo
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En lo que respecta a la medida de la actividad enzimética de las microcapsulas se
utiliza un sistema continuo formado por el espectrofotémetro Perkin Lambda 35 y un
circuito formado por una bomba peristaltica que genera un flujo de la disolucién a

través de un sommlet en el que se encuentran las microcapsulas.

Figura 32. Espectrofotometro y sistema de medida continua con bomba peristdltica.

A. Obtencion de microcapsulas de alginato sédico.

El alginato es un polisacérido lineal no ramificado formado por unidades de &cido
B-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico (G) que se distribuyen en secciones formando
homopolimeros (-GGG-, -MMM-) o heteropolimeros (-MGMG-). La proporcién y
distribucion de los monémeros en la cadena polimérica es determinante para la
flexibilidad o rigidez de dicha estructura, pues un mayor contenido en bloques -G- es
caracteristico de geles mas rigidos y compactos, mientras que una mayor proporcion de

bloques -M- tiene una consistencia mas suave y elastica™*°.

18 Lupo, B.; Gonzalez, C.; Maestro, A. Rev. Venez. Cienc. y Tecnol. Aliment. 2012, 3, 130.

Paredes, G.A.; Spasojevic, M.; Faas, M.M.; Vos, P. Front. Bioeng. Biotecnnol. 2010, 2, 2198.
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Figura 33. Representacion del dcido a-L-glurdnico (G) y 3-D-manurdnico (M).

El alginato es un polimero ampliamente utilizado como material de céscara en los
métodos de microencapsulacion por las ventajas que presenta:

- Industria farmacéutica: es biocompatible, no toxico y degradable, por lo que
puede usarse como “vehiculo” del farmaco en el organismo hacia el érgano o
tejido diana en el que actue.

- Alimenticia: es comestible, por lo que ha sido utilizado para encapsular
sabores, vitaminas, acidos grasos, proteinas, aminoacidos, etc.

El objetivo de este subapartado es obtener microcapsulas formadas por una cascara
de alginato sodico y en cuyo nucleo se encuentre la proteinasa K.

Para la formacion de las microcapsulas fue necesario preparar una disolucién al 2%
en peso de alginato sodico en agua y posteriormente enfriada bajo bafio de hielo para la
adicion de la proteina. A continuacion, se pulverizé la disoluciéon con ayuda de una
pistola y un compresor sobre un bafio de acetona frio, formandose las capsulas. Una vez
formadas, se filtraron en papel de filtro y antes de caer toda la acetona se les afiadio
hexano para endurecer la cascara de alginato.
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Figura 34. Imagen a microscopio de 200 aumentos de las cdpsulas de alginato de sodio.

Para comprobar la actividad enzimatica de las cdpsulas, se realizé un ensayo de
medidas de absorbancia con 50 mg de las microcapsulas de alginato de sodio que
contenian una disolucion de la enzima 0.7 uM y una concentracion de sustrato 10 mM.

Las medidas obtenidas estan representadas en la tabla siguiente.

Tabla 8. Medidas de absorbancia obtenidas con cdpsulas de alginato de sodio y una concentracion de la

enzima 0.7 uM.

50 mg 0.7 uMolar
IECH I BN
0 0 60 0,026
10 0,002 20 0,032
20 0,007 80 0,036
30 0,009 9 0,037
40 0,012 100 0,037
50 0,018 110 0,037

Como se puede observar en la tabla anterior, los valores de absorbancia son
relativamente bajos. Si representamos graficamente la absorbancia frente al tiempo:
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Figura 35. Representacion grdfica de la absorbancia frente al tiempo para las cdpsulas de alginato con
una concentracion de la enzima 0.7 uM.

Se realiz6 un segundo ensayo aumentando la concentracion de la enzima hasta 2 uM

con el fin de observar un aumento de la absorbancia y, por consiguiente, de la actividad

enzimatica. Las condiciones en las medidas fueron las mismas a las desarrolladas en el

ensayo anterior. Las medidas estan representadas en la tabla siguiente:

Tabla 9. Medidas de absorbancia obtenidas con cdpsulas de alginato y una concentracion de la enzima 2

uM.

50 mg 2 uMolar
0 0 60 0,078
10 0,009 70 0,092
20 0,019 80 0,095
30 0,029 90 0,096
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Representando graficamente los valores de absorbancia y tiempo anteriores:
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Figura 36. Representacion grdfica de la absorbancia frente al tiempo para las cdpsulas de alginato de
sodio con una concentracion de la enzima 2 uM.

A partir de los datos anteriores y los obtenidos en el apartado 1.2.1-A para el uso de
almidén liofilizado, se puede observar como se consigue una mayor actividad
enzimatica para el almidén. Sin embargo, es necesario comprobar la actividad
enzimatica tras la extrusion del film en ambos compuestos y su durabilidad a lo largo

del tiempo.

B. Obtencion de microcapsulas de alginato de calcio.

El objetivo de este apartado es obtener microcapsulas de alginato de calcio a partir
de alginato de sodio que contengan en su interior una disolucién de la enzima.

Las sales derivadas del &cido alginico poseen cavidades entre las cadenas
entrecruzadas, lo que permite acomodar cationes, como es el caso del ion calcio. La
adicion de este i6n a una disolucion de alginato de sodio provoca cambios
conformacionales en la estructura del alginato, dando lugar al conocido como modelo

de gelificacién tipo “caja huevo”?%.

20 Avendano-Romero, G.C.; Ldpez-Malo, A.; Palou, E. Ingenieria de los alimentos, 2013, 7, 87.

2 Reddy, R.; Reddy, S. Int. J. PharmTech. Res. 2010, 2, 2198.
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Figura 37. Modelo “caja de huevo” que describe la estructura del alginato con iones calcio.

Figura 38. Representacion de una hélice de poli-a-L-guluronato entrecruzada con calcio.

Las capsulas de alginato de calcio se obtuvieron con un proceso similar al descrito
en el apartado A de este objetivo. En primer lugar fue necesario preparar una disolucion
al 2% en peso de alginato de sodio y un 10% de almidon con respecto a la
concentracion de alginato. A la mezcla se adicion6 bajo bafio de hielo una disolucion
de la enzima para obtener una concentracion 70 uM de ésta y se dejé en agitacion
durante una hora. Pasado este tiempo, se pulverizé sobre una disolucion saturada de

CaCl; y las capsulas obtenidas se filtraron, se congelaron y liofilizaron.
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Figura 39. Imagen de las cdpsulas de alginato de calcio a microscopio de 200 aumentos.

Con el fin de conocer el tamafio de las microcdpsulas de alginato de calcio se
observaron con microscopio de barrido en el Servicio de Apoyo a las Ciencias
Experimentales en la Universidad de Murcia. Para llevar a cabo el proceso, las
microcapsulas son previamente secadas en un horno durante 24 horas a una temperatura
de 40 °C. Posteriormente, se deposita sobre las mismas una fina capa de oro de 30A de
espesor.

Tooum

Figura 40. Imagen de las cdpsulas de alginato de calcio con microscopio de barrido a 350 aumentos.
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Figura 41. Imagen de las cdpsulas de alginato de calcio con microscopio de barrido a 750 aumentos.

El tamafio de las microcapsulas varia desde las 10 a 60 micras de diametro.

Para comprobar la actividad enzimatica de las capsulas de alginato de calcio se
realizd un ensayo de medidas de absorbancia utilizando 50 mg de las capsulas y una
disolucion 50 mM del sustrato. El resultado obtenido fue que no se observaba

absorbancia en un tiempo de medida de 2 minutos.
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Figura 42. Grdfica de absorbancia frente a tiempo para las microcdpsulas de alginato de calcio.

Con el fin de comprobar si se trataba de un proceso de reaccion lento se dejaron las
microcapsulas en disolucion de reactivo durante una semana, en el que el resultado

volvio a ser negativo. La explicacion a este hecho reside en la elevada compactacion
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que poseen dichas capsulas lo que podria dificultar el acceso del sustrato (de caracter
organico) dentro de las mismas.

Por ello se afiadi6 una cantidad de agua saturada de NaCl observandose que si
aumentaba el color y por lo tanto la formacion de producto. Esto es debido a que existe
una competicion entre los iones Ca** y Na* lo que provoca la expansién de la capsula y

facilita el proceso de difusion del sustrato dentro de la misma.

Figura 43. Imagen de a) patrén de pNA 50 mM, b) con las cdpsulas y c) con las cdpsulas y el NaCl.

La adicion de concentraciones crecientes de NaCl (10, 15, 20% v/v
respectivamente) da como resultado una serie de gréficas en las que se observa un pico
al principio y un nivel basal sin apenas cambios al pasar aproximadamente 1 o 2
minutos desde que se afiadio el NaCl. Se empieza a medir sin esperar reaccion hasta que

a los 60 segundos se adiciona el volumen correspondiente de disolucién de NacCl.
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Figura 44. Representacion grdfica de las medidas de absorbancia del PNP en funcion del tiempo con NaCl

10% v/v.
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Figura 45. Representacion grdfica de las medidas de absorbancia del PNP en funcion del tiempo con NaCl

15% v/v.
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Figura 46. Representacion grdfica de las medidas de absorbancia del PNP en funcion del tiempo con NaCl

20% v/Vv.

A partir de estos datos no es posible calcular los parametros cinéticos de la
proteinasa K microencapsulada por lo que se han tomado los valores de absorbancia

mMAas representativos, que aparecen recogidos en la siguiente tabla:

Tabla 10. Valores de absorbancia obtenidos para las diferentes concentraciones de NaCl.

NaCl Abs inicial Abs Abs final
(% v/v) (t=60s) (pico maximo) (t=400s)
10% v/v 0,000 0,329 0,171
15% v/v 0,159 0,707 0,247
20% v/v 0,246 0,941 0,302
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Se toma como valor de absorbancia inicial el momento previo a adicionar la
disolucion de NaCl correspondiente, que es a los 60 segundos desde que se inicio la
medicion. Tras 400 segundos se toma el valor de absorbancia final, que se mantiene
practicamente constante. Puesto que el aumento de concentracién de NaCl en el
volumen total del sistema se hizo de manera continua, la absorbancia final de un

proceso esta directamente relacionada con la absorbancia al inicio del siguiente.

Cuando se mide el producto de una reaccién enzimatica monosustrato a lo largo
del tiempo, como es el caso de la reaccion catalizada por la Proteinasa K, se espera
encontrar una grafica que describa un aumento inicial no lineal de la concentracion de
producto y una estabilizacion de dicha concentracion tras haber transcurrido un tiempo
(es decir, se alcanzaria el equilibrio de la reaccién). Sin embargo, las medidas tomadas
durante el ensayo muestran una subida abrupta de la concentracion de producto apenas
unos segundos después de adicionar el volumen de la disolucion de NaCl, para después

disminuir y estabilizarse en torno a un valor de absorbancia concreto.

En base a estos resultados se puede afirmar que ocurren dos acontecimientos que no
se corresponden con una actividad enzimatica normal: la disminucion del valor de

absorbancia y la estabilizacién del mismo tras unos minutos.

La explicacion a estos fendmenos radica principalmente en una cuestion operativa.
Las microcapsulas se encuentran retenidas en una jeringa abierta, que a su vez
constituye la entrada del circuito continuo, de forma que todo lo que entra al circuito
atraviesa en primer lugar a las microcdpsulas. Al adicionar la disolucion de NaCl
saturada, la concentracién de esta sal aumenta drasticamente en el entorno de las
microcéapsulas, lo que produce la apertura de las capsulas, permitiendo asi la reaccion.
Sin embargo, la reaccion se produce sélo cuando la concentracion local de NaCl es muy
elevada, pues a los pocos segundos el valor de absorbancia desciende
considerablemente, lo que podria interpretarse como la dilucion del producto formado
en todo el volumen del sistema. La concentracion de NaCl en el entorno de las
microcapsulas también se diluye en el volumen total del sistema, dando lugar a las
disoluciones de 10, 15 y 20% v/v que se pretendian, pero cuando esto se logra el valor

de absorbancia se estabiliza y no aumenta, lo cual indica que no se produce reaccion.
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En resumen, la reaccion enzimatica solo se produce con una gran concentracién de
NaCl en el entorno de las microcéapsulas, ya que de otro modo la envoltura no permite la

difusion de los reactivos. En base a esto se obtienen las conclusiones siguientes:

1. El pico de absorbancia corresponde al producto formado en ese breve lapso de
tiempo, cuando atraviesa por primera vez la cubeta.

2. El descenso de absorbancia se debe a la dilucién del producto formado en todo
el volumen del sistema.

3. Laestabilizacion del valor de absorbancia se produce por la ausencia de reaccion
enzimatica posterior.

4. Son necesarias concentraciones mayores de NaCl para facilitar una reaccion
continuada.

Si bien es cierto que la estabilizacion del valor de absorbancia se consigue al llegar
al equilibrio de la reaccién cuando se trabaja con enzimas monosustrato, lo cierto es que
no se puede decir que eso sea lo que ha ocurrido en este ensayo, ya que si realmente se
hubiera alcanzado el equilibrio no se habria producido un aumento de absorbancia al
adicionar mayores concentraciones de NaCl (puesto que la enzima habria consumido
todo el reactivo). Por tanto, la situacion se asemeja mas a una reaccion detenida que a

una reaccion en equilibrio.

Por ultimo, se proporciond a la empresa una cantidad de microcapsulas para
introducirlas dentro de un film aunque los resultados obtenidos no fueron buenos. Las
capsulas poseian una elevada cantidad de agua (como consecuencia del proceso de

fabricacion) lo que generaba un film con numerosos agujeros.
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Figura 47. Film que posee las microcdpsulas de alginato de calcio.

A raiz de los datos obtenidos con anterioridad se puede descartar las microcapsulas
de alginato de calcio como aditivo al PLA debido a dos consecuencias: en primer lugar,
la dificultad de las cépsulas para poder actuar dentro del film ya que al ser tan
compactas el tiempo de degradacion aumentaria de manera considerable y por altimo el
tamafio de las microcapsulas que supondra un problema cuando se pretenda reducir el

tamario del film.
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1.2.3 Encapsulacion de proteinasa K

A. encapsulacion de proteinasa K directamente sobre PLA.

La inmovilizacion de enzimas sobre soportes de tipo polimérico ha sido
ampliamente investigada debido a su gran aplicabilidad a nivel industrial. Algunas de
las ventajas que presenta este proceso son el aumento de la estabilidad de la enzima o la
posible reutilizacion del derivado.

El objetivo es inmovilizar la enzima proteinasa K sobre polilactico extruido. Para
ello se realizé un ensayo preliminar que consistia en sumergir un trozo de PLA (32, que
posee almidén como aditivo) durante 12 horas en una disolucién de la enzima 10 uM a
una temperatura de 4°C. Tras pasar este tiempo, el polilactico se lava con abundante
disolucién tampdn para eliminar los restos de proteinasa K que no se hayan adsorbido y
se sumerge en una disolucion de pNA (25 mM) durante 24 horas. Al finalizar se
observa un pequefio cambio de color por lo que se propone realizar un segundo ensayo
aumentando la concentracion de la enzima y del reactivo. Asi se sumerge el PLA en una
disoluciéon 70 uM de la enzima durante 12 horas y posteriormente, siguiendo el
procedimiento anterior, se sumerge en una disolucion 50 mM de pNA. En esta ocasion
el cambio observado fue elevado.

Figura 48. Comparacion de los PLA con la enzima inmovilizada. A) Disolucién pNA 25 mM, b) disolucién
tras sumergir el PLA previamente inmovilizada la enzima (10 uM), c) disolucién de pNA 50 mM y d)
disolucién tras sumergir el PLA previamente inmovilizada la enzima (70 uM).

Por Gltimo se decidié realizar un ensayo de medida de absorbancia de cuatro
muestras de PLA, que contienen diferentes aditivos. Para ello se siguid el procedimiento
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anterior descrito, modificando Gnicamente las concentraciones de enzima y sustrato (70
uM de enzima y 200 mM de pNA). Para ello se recortaron trozos de los film con un
area identica al lateral de la cubeta del espectrofotdmetro para poder realizar una
comparativa.

Los films seleccionados fueron los enumerados como: 3, 22, 30 y 32. En la tabla
siguiente se muestran los aditivos de cada tipo de film.

Tabla 11. Tipos de PLA utilizados segun el aditivo que contienen.

Film Aditivo Porcentaje
3 Sin aditivo -
22 Almidén 9
PEG 4000 4
30
PEG 4000 5
32 Almidon 6.7
Glicerol 3.3

En la tabla siguiente se muestran las medidas de absorbancia obtenidas para cada
uno de los film.

Tabla 12. Medidas de absorbancia para los film con la enzima inmovilizada.

BIOFM3 BIOMF22 BIOMF30 BIOMF32
t (min) A

0 0 0 0 0

2 0 0 0 0,103
4 0 0 0 0,256
6 0 0,002 0,003 0,323
8 0,005 0,006 0,005 0,401
10 0,007 0,008 0,007 0,412
12 0,009 0,009 0,011 0,41
14 0,009 0,01 0,016 0,41
16 0,009 0,011 0,017 0,41
18 0,009 0,011 0,018 0,41
20 0,009 0,011 0,018 0,41

Debido a que los valores obtenidos son muy diferentes en algunos casos, resulta
complejo realizar una Unica grafica ya que no se observaria con detalle la comparacién
de algunas de las medidas. Por ello se realizaran dos graficas diferentes, en primer lugar
con los film 3, 22 y 30 y otra Unicamente con el film 32.
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Figura 49. Grdfica con las medidas de absorbancia frente a tiempo para tres tipos de PLA con la enzima

inmovilizada.

En la gréfica anterior se puede observar como el valor méaximo obtenido no supera
las 0.02 unidades de absorbancia, lo que implica que la inmovilizacion de la enzima en
el PLA es insignificante.

Por ultimo, representando graficamente los valores obtenidos para el film 32:

Film 32 con enzima inmovilizada
0,5

0,4
0,3

0,2 /

0,1 /

/

0 5 10 .15 20 25
tiempo (min)

Absorbancia

Figura 50. Grdfica de absorbancia frente a tiempo para el film 32 con la enzima inmovilizada.
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En este caso, a pesar de medir una absorbancia que indicaria la inmovilizacion de la
enzima sobre el PLA, realmente no ocurre dicho proceso. Obsérvese que en el caso del
film 3 no se produce la adsorcion de la enzima ya que no hay valores de absorbancia,
por lo que en el film 32 que posee almidon y PEG como aditivos, se produce la
absorcion de la enzima durante el proceso de inmovilizacién y por lo tanto que se

observe posteriormente la actividad enzimatica.

B. Encapsulacion de proteinasa K sobre cinamatos.

Los cinamatos son compuestos organicos con enlaces tipo éster formados entre un

polialcohol y un cloruro de acido.

Preparacion del cinamato de sorbitol.

Se disuelve el sorbitol (3.65g, 0.02 moles) en 100 mL de piridina en un matraz de
doble boca con un tubo de CaCl,, y dejamos la mezcla durante 1 hora a 60°C para
facilitar la disolucion total del polialcohol. Finalizado este tiempo se adiciona
lentamente un exceso del cloruro de cinamoilo (25 gramos, 0.15 moles) para poder
acetilar todos los grupos alcoholes del sorbitol y se deja en agitacion durante 4 horas a

temperatura ambiente.

Transcurrido ese tiempo, la mezcla con el producto de la reaccion se vierte sobre
agua destilada fria fuertemente agitada. Se obtiene un precipitado de color anaranjado y
apariencia pastosa, que se separa de la mezcla por filtracién.

Se disuelve el producto obtenido en 70 mL de cloroformo, y se afiade a un embudo
de decantacion. Posteriormente, se adiciona gota a gota la disolucion de cloroformo
sobre hexano fuertemente agitado. El precipitado obtenido se filtra y se guarda en un
bote topacio para evitar su contacto a la luz. El rendimiento de la reaccién es del 67%.

22 Rojas-Melgarejo, F.; Rodriguez-Lopez, F.N.; Garcia-Canovas, F.; Garcia-Ruiz, P.A. Process

Biochem, 2004, 39, 1455.
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Esquema 2.Sintesis del cinamato de sorbitol

Es necesario mantener el cinamato de sorbitol oculto a la luz solar debido a que ésta
provoca una fotodimerizacién de los dobles enlaces presentes en la molécula,

mediante una reaccion de cicloadicion [2+2].

Esquema 3. Reacciond e fotodimerizacion de los dobles enlaces del cinamato

Una vez obtenido el cinamato de sorbitol se llevd a cabo un ensayo con el fin de

conocer el tiempo necesario que deben estar en contacto el cinamato y la disolucion de

proteinasa K para su adsorcion.
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Para ello se adicion6 a disoluciones 100 mM de proteinasa K 0,5 gramos del
cinamato y se dejaron en agitacion y bajo bafio de hielo. Los tiempos y las absorbancias

obtenidas para 50 mg del cinamato se muestran a continuacion:

Tabla 13. Medidas de absorbancia de los distintos tiempos de inmovilizacion de la enzima en cinamato.

Tiempo (minutos) 30 60 90

Absorbancia 0.152 0.193 0.107

En la tabla 13 se puede observar que el tiempo necesario para que se produzca la

inmovilizacién de la enzima sobre cinamato es de una hora.

Una vez obtenidos los tiempos de adsorcidn, se incorpor6 un 1% en peso del
cinamato en el PLA con el objetivo de comprobar la compatibilidad entre ambos
materiales. Tras obtenerse un film con buenas propiedades se procede a inmovilizar la
enzima sumergiendo el film en disoluciones de la misma. El proceso se deja durante 12
horas en una disolucién de proteinasa K 70 mM. Finalizado este tiempo, el film se lava
con agua para eliminar los restos de enzima que no hayan quedado adheridos y se
sumerge en una disolucion de pNA 50 mM.

En la siguiente tabla se muestran las medidas de absorbancia obtenidas para los
diferentes tiempos:

Tabla 14. Medidas de absorbancia para los film con la enzima inmovilizada.

t (dias) A
0 0
10 0.212
20 0.452
30 0.624
40 0.635
45 0.635

Si representamos graficamente los valores obtenidos en la tabla anterior:
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Figura 51. Grdfica de absorbancia frente a tiempo para el BIOM F32 con la enzima inmoviliada.
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Objetivo 2. Investigacion y obtencion de nuevas
formulaciones de polibutilen-adipato-co-tereftalato con
mayor capacidad de degradacion con encapsulacion de
enzimas.

El polibutilen-adipato-co-tereftalato (PBAT) es un co-polimero alifatico que ha
surgido en los ultimos afios y que se ha convertido en la alternativa al polietileno de
baja densidad (LDPE) por su caracter biodegradable y por sus propiedades de

flexibilidad y resiliencia similares®.

0
i 0
0 ~o+T 0 "
) m ) n
PBAT

Figura 52. Estructura del PBAT

El PBAT es fabricado a partir de 1,4-butanodiol, acido adipico y dimetil tereftalato
(TDM). La sintesis comienza con la formacion de un poliéster resultante de la

formacion de enlaces éster entre el 1,4-butanodiol y el &cido adipico.

1,4-butanediol o) o)
adipic acid

Esquema 4. Poliéster formado a partir de 1,4-butanodiol y dcido adipico.

23 Deroiné, M.; Le Duigou, A.; Corre, Y.-M.; Le Gac, P.-Y.; Davies, P.; César, G.; Bruzaud, S. Polym.

Test. 2014, 39, 70.
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De manera simultanea, se sintetiza el otro fragmento de poliéster a partir de 1,4-
butanodiol y el TDM.

HO 0 Ny
\/\\/\OH + :| [
1,4-butanediol |

o]
dimethyl terephthalate

Esquema 5. Poliéster formado a partir de 1,4-butanodiol y DMT.

En Gltimo lugar, se produce la transesterificacion catalizada por tetrabutoxititanio
(TBOT) de los poliésteres de acido adipico y DMT para generar el PBAT.

0 0
. L TBOT
»T/, | - I_ro\/\\/\o
X ,/\\H/O\/\w/\o + o]
0 m n
(o]
~ |/ S
\[:x;-//l“ n/o ~ ~~""0 | E JO\/\\/\O
o) m ! n
PBAT

Esquema 6. Sintesis final del PBAT.

La hidrolisis del PBAT ha sido ampliamente estudiada quedando patente la mayor
sensibilidad a una ruptura de los enlaces tipo éster por una elevada temperatura®. La
escision de las cadenas de PBAT en los grupos éster genera la aparicion de grupos
terminales carboxilo e hidroxilo®. Este hecho permite seguir el proceso de degradacion

del PBAT mediante espectroscopia de infrarrojo

24 Kim, H.-S.; Kim, H.-J. Polymer Degrad. Stab. 2008, 93, 1544.
2 Harris, A.M.; Lee, E.C. J. Appl. Polym. Sci. 2013, 128, 2136.
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Esquema 7. Reaccion de hidrdlisis de un grupo éster del PBAT.
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Objetivo 2.1: Modificacion e incorporacion de nuevos aditivos
al PBAT para aumentar su capacidad de degradacion

A continuacion se relata el estudio de modificacién de algunas caracteristicas del
film que contiene PBAT asi como la incorporacion de otros aditivos con el fin de

cumplir los objetivos de este apartado.

2.1.1 Angulos de contacto (mojabilidad)

La mojabilidad es un parametro referido al angulo que forma un liquido al entrar en

contacto con una superficie. Depende principalmente de tres factores:

1. Composicién de la superficie y del liquido.
2. Fuerzas que se establezcan entre ambos componentes.

3. Fuerzas cohesivas del liquido.

aire circunaants

liquido

superficie sohda

Figura 53. Representacion del dngulo de contacto de una gota sobre una superficie sdlida.

La mojabilidad de los films se basa en la interaccion del liquido con la superficie y
determina la calidad del film. Mide el grado de aceptacion por parte del sélido de ser

mojado por el liquido.

Imaginemos que el liquido objeto de estudio es el agua. Si la gota de agua es atraida
fuertemente por la superficie solida (superficie hidrdéfila), la gota se extendera y el
angulo de contacto (¢) serd aproximadamente cero (¢ = 0) (Figura 6C). En estas
condiciones se dice que hay una elevada mojabilidad. Por el contrario, si la superficie es
hidréfoba, el angulo de contacto es mayor de 90° (¢ > 90°) y puede llegar incluso a
valores proximos a 180° en el caso de superficies muy hidréfobas, como por ejemplo el

teflon (Figura 6A) y se dice que existe una baja mojabilidad.
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Figura 58. Representacion del dngulo de contacto de una gota.

Un ejemplo de mojabilidad intermedia se daria con un valor del angulo de contacto
en torno a 77° (Figura 54).

= // N
I/ A

o

Figura 54. Ejemplo de mojabilidad intermedia (772).

Para medir los angulos de contacto de una gota de agua sobre las diferentes

superficies estudiadas en este proyecto, se utilizdé un aparato Phoenix 300.

Manual precision =
Screw

Syringe &
Needle

cCD Zoom Lens
Cameca

Syringe
control
BOx

LED Ligh
source

Dimmer
Switch
Y-Axis

Direction

Sample Stage

X-axis
direction

Figura 55. Aparto Phoenix 300 para medir el dngulo de contacto.
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Este dispositivo posee una camara instalada que es capaz de analizar el angulo de
contacto y la supervision de la forma de gota. La adicion del liquido sobre la superficie
se realiza a través de una jeringa dosificadora, lo que permite la adaptacion de su
posicién y el cambio rapido de liquido. Su configuracién dptica facilita la medida de
muestras grandes y un sistema de guia de luz elimina interferencias con la luz foranea.

En Gltimo lugar, un software recoge la informacion para el calculo de las medidas.

Con el fin de mejorar la mojabilidad de los film, y por consiguiente que haya una
mejor interaccion entre la superficie y el agua, se realizaron medidas del angulo de

contacto con agua para los films descritos en la siguiente tabla.

Tabla 15. Valores del dngulo de contacto obtenido para diferentes films.

Agua

Angulo (3417 [32.12 |3358
FILM 40 1zq. 35.69 |[31.94 |34.56

Der. (3265 [32.30 |32.60
Angulo 4971 |40.14 | 4250
FILM 41 1zq. 43.03 | 4055 | 44.68

Der. 56.41 |39.74 |4250
Angulo 13230 |[3523 |2858
FILM 43 1zq. 3358 |3591 |27.41

Der. 31.03 | 3455 |29.74
Angulo | 4418 |4256 |43.14
FILM 44 1zq. 43.03 |40.55 | 44.68

Der. 56.41 |39.74 |4250
Angulo |3228 |38.88 |38.34
FILM 45 1zq. 33.12 |37.37 |38.14
Der. 31.45 |40.39 | 38.55

Un ejemplo del angulo de contacto medido a una gota se puede observar en la

imagen siguiente:
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Figura 56. Gota de agua sobre la superficie de un film. En color amarillo el contorno, en azul la

linea base y en rojo la tangente a la superficie.

En la siguiente tabla se muestran los valores medios del &ngulo de contacto para

cada tipo de film.

Tabla 16. Valores del dngulo de contacto medio obtenido para diferentes films.

Film

40 41 43 44 45

Valor
medio

Angulo 3329 |44.12 |32.04 |43.29 |36.50

1z9.  134.06 [42.75 [32.30 |42.75 [36.21
Der. 132,52 |42.22 [31.77 |46.21 [36.80

Si representamos graficamente los valores obtenidos en la tabla anterior:

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Angulo de contacto medio

Angulos de contacto para agua

A 21
S0,z 1

42,22
36,8
32,52 I
I : I

45

Film

Figura 57. Grdfico con los valores medios del dngulo de contacto con agua de los films.

61



A partir de los datos obtenidos con anterioridad se puede observar como los valores
de los film 41 y 44 son ligeramente superiores al del resto. Esto es debido a la presencia

del cinamato como aditivo y a su carécter hidrofobico.

Tabla 17. Valores del dngulo de contacto medio obtenido para diferentes films.

5% Glicerina 10% Glicerina

Angulo |3397 |38.88 |3812 |31.25 |32.65 |3296

FILM 40 Izq. 33.82 |41.26 |3526 | 29.39 |3352 |33.08

Der. |34.13 |3650 |41.16 | 33.11 |31.78 |32.84
Angulo |47.90 |47.44 |4769 | 53.82 |58.00 |56.28

FILM 41 |zq. 46.74 | 4596 |48.25 | 52.79 |59.18 | 55.17

Der. 49.06 | 4891 |47.13 | 54.86 |56.82 |57.39
Angulo |3450 |3067 |35.21 | 4007 |33.65 |44.41

FILM 43 1zq. 3225 | 3469 |3496 | 41.98 |28.67 |45.01

Der. 36.74 | 26.66 |3548 | 38.19 |38.19 |4381

Angulo (4821 |4833 |4230 | 4521 |46.13 | 47.86

FILM 45 1zq. 46.11 |50.57 |44.99 | 4376 |45.91 | 5057

Der. 50.32 |46.10 [39.37 | 46.67 |46.35 | 45.15

Con el fin comparar los valores obtenidos para cada tipo de film, se representa en la

tabla siguiente el valor medio de los angulos de contacto.

Tabla 18. Valores del dngulo de contacto medio obtenido para diferentes films.

5% Glicerina 10% Glicerina

40 41 43 45 40 41 43 45

Valor Angulo [ 3599 |47.67 | 33.46 [46.28 [32.29 |56.03 | 39.38 | 46.40

medio | 129 |36.78 [46.98 | 33.97 [47.22 [32.00 |55.68 | 38.55 | 46.75
Der. 137.20 (48.36 |32.96 [45.26 [32.58 |56.36 | 40.06 | 45.06

Debido a los resultados negativos obtenidos con la glicerina, se propuso utilizar un

alcohol de menor cadena, etanol, en las mismas proporciones, y ver si se observaba una
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disminucion del angulo de contacto medio. Debido al comportamiento similar que se

observara en los films al tratarse de un alcohol, Gnicamente se realizaron medidas para

el film 45.

Tabla 19. Valores del dngulo de contacto medio obtenido para diferentes films.

5% EtOH 10% EtOH
Angulo 30.31 |29.35 |28.74 29.92 24.63 | 27.15
FILM 45 1zg. 31.07 |30.69 |29.53 | 3050 |[23.48 |27.07
Der. 29.56 |28.01 [28.10 | 29.34 |25.78 |27.23
Tabla 20. Valores del dngulo de contacto medio obtenido para diferentes films.
Film 45
5% EtOH 10% EtOH
Angulo 29.47 27.23
Valor
. 1zq. 30.43 27.02
medio
Der. 28.56 27.45

50

40

Angulo de contacto medio

30

20

10 ~

Angulos de contacto para film 45

29,47

27,23

Porcentaje de EtOH

10

Figura 58. Grdfico con los valores medios del dngulo de contacto con etanol para el film 45.

63



Si comparamos gréaficamente los valores de angulo de contacto para el film 45 con

etanol y glicerol:

Angulos de contacto para film 45

60
Q
5 46,28 46,4
© 50
=
2 40
8 29,47
‘g 30 - ' 27,23
w
S 20 -
o
& 10 -
c
<

0 - . .

5% EtOH 10% EtOH 5% Glicerina 10% Glicerina
Porcentaje y liquido

Figura 59. Grdfico con los valores medios del dngulo de contacto con etanol y glicerina para el film

45.

Por lo tanto, podemos obtener varias conclusiones a partir del grafico anterior. En
primer lugar, el angulo de contacto es menor para el etanol que la glicerina, por lo que
“moja” mejor al film. Por otra parte, la diferencia existente en el valor del angulo de
contacto entre el 5y 10% de etanol es relativamente baja, por lo que es suficiente
utilizar un 5% de etanol y a su vez, el angulo de contacto es menor para el agua con

etanol que sin el alcohol.
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2.1.2 Espesor

Un parametro importante a tener en cuenta a la hora disefiar los films para facilitar
su degradacion es el espesor de los mismos. Este parametro influye en la velocidad de
degradacion del PBAT, ya que cuanto menor sea el espesor de los film producidos,
mayor serd la velocidad de degradacién y, por consiguiente, menor tiempo.

Para realizar las medidas del espesor de capa en este proyecto se ha utilizado el
medidor PCE-CT 25. Este aparato tecnoldgico permite medir el espesor de una capa
situada sobre un material tanto férrico como no férrico, sin producir dafio o
modificacion en el material. Es capaz de medir espesores de capa en un rango de 0 a
1000 um, con un error despreciable a partir de 40 um. La medida se produce a través de

ultrasonidos.

~

Ferrous

Non-Ferrous

Figura 60. Aparato de medido de espesor de capa PCE-CT 25

Para medir el espesor, es necesario realizar un calibrado del aparato en funcion del
tipo de superficie en el que vayamos a realizar la medida (férrica o no férrica). Para ello
se dispone de laminas de ambos materiales con un espesor determinado que permite el
calibrado del aparato. Una vez realizado dicho calibrado, se sitta sobre la superficie a
medir y se aprieta el gatillo. EI medidor devuelve el valor del espesor de capa en el
display.

A continuacion se muestran los diferentes valores de espesor obtenidos en los film

40 a 44 asi como el valor medio de dicho espesor.
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Tabla 21. Valores del espesor obtenido para los films 40 a 44.

Valores
183 201 206 178
FILM 40 240 179 209 193
235 209 195 169
88 75 85 97
FILM 41 78 75 96 60
83 89 86 92
52 o4 52 61
FILM 43 ol 95 o4 S7
o4 S7 58 59
65 66 68 67
FILM 44 65 67 81 64
67 66 68 67

Si calculamos el valor medio para cada film y representamos gréficamente dichos

valores:

Tabla 22. Valor medio del espesor para los films 40 a 44.

Film 40 41 43 44
Espesor 200 84 55 66
medio

Si representamos graficamente los valores medios de espesor obtenidos para los

distintos tipos de film:
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Espesor medio
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200
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40 41 43 44
Film

Figura 61. Grdfico con los valores medios del espesor para los films 40 a 44.

En la tabla anterior se puede observar como el espesor del film 40 es elevado con
respecto al resto de films, que poseen espesores con valores comprendidos entre las 55 y
84 micras. Sin embargo, para disminuir el tiempo de degradacion de dichos films se va
a disminuir el espesor hasta las 40 micras o valores inferiores.

En los film que contienen un 2% de carbdn, ya se observa la disminucion del
espesor de capa antes citada. A continuacion se muestran los valores del espesor
medido.

Tabla 23. Valores del espesor para los films 45 a 51.

Valores
53 47 47 48
FILM 45 49 44 44 46
50 48 46 47
42 33 44 45
FILM 46 42 38 42 40
37 43 41 41
35 30 24 30
FILM 47 33 32 33 27
32 31 33 29
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33 35 35 40
FILM 48 37 41 33 35
43 37 39 40
27 26 24 26
FILM 49 22 25 28 26
25 26 25 25
19 23 20 25
FILM 50 21 21 22 20
19 20 21 21
17 13 17 15
FILM 51 14 14 13 17
14 15 16 17

Tabla 24. Valores del espesor medio para los films 45 a 51.

Film 45 46 47 48 49 50 51
Espesor 47 41 31 37 25 21 15
medio

Si representamos graficamente los valores medios de la tabla anterior:

Espesor medio
50 47
41
40 - 37
Q
E 31
2 30 - 75
§ 21
g_ 20 -+ 15
(%]
(FN ]
10
0 T T T T T T T
45 46 47 48 49 50 51
Film

Figura 62. Grdfico con los valores medios del espesor para los films 45 a 51.
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Como se puede observar, el espesor medio obtenido para los flims 49, 50 y 51 se
ecuentra entre las 15 y 25 micras , espesor éptimo para poder realizar las pruebas de

degradacion.
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2.1.3 Sales inorganicas

En este apartado se investiga la incorporacion de sales inorganicas micronizadas,
que poseen elevada solubilidad en agua, a los films. La incorporacion de sales
inorganicas al PBAT tiene un doble objetivo: en primer lugar una pérdida de peso como
consecuencia de la disolucion de las sales inorganicas al entrar en contacto el film con
el agua, y en segundo lugar la aparicion de oquedades (y por consiguiente la
modificacion de las superficie plana) para obtener una mayor superficie activa y facilitar
la accién de las enzimas.

Para ello se va a adicionar un 2% de diferentes sales al PBAT que tienen que
cumplir una serie de condiciones: elevada solubilidad en agua y cuya disolucién genere
compuestos inocuos para el suelo.

En la tabla siguiente se muestran los film y la sal utilizada.

Tabla 25. Sales incorporadas a los films 46 a 48.

Film 46 47 48
Sal KCI KNO; NaCl

Sin embargo, la incorporacion de estas sales a los films no se desarrolld
adecuadamente al no tratarse de sales micronizadas y como consecuencia se obtuvieron
films de textura granulosa.

Para facilitar la compatibilidad entre las sales y el PBAT se incorpor6 NaCl
(referencia SigmaAldrich S-7653) y dihidrogenofosfato de sodio (referencia
sigmaAldrich S-0751) previamente micronizadas en mortero de molienda en el SACE

de la Universidad de Murcia y para su inclusion se utilizé un surfactante (Span 80).

Tabla 26. Sales micronizadas incorporadas a los films 49 y 50.

FILM 49 50
SAL Fosfato NaCl

En la imagen siguiente se puede observar la superficie a microscopia de 200
aumentos de dos tipos de film: 47 y 50. En la imagen representada con la letra a,
correspondiente al film 47, se puede observar las particulas de la sal en la superficie,
que han formado agregados de elevado tamafio. En lo que respecta al film 50,
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representado con la letra b, se observa una buena dispersion de las particulas de sal

micronizada.

Figura 63. Imagen a microscopia de 200 aumentos de las superficies de los film a) 47 y b) 50

Una vez sumergidos los films en 20 mL de agua se dejaron durante 24 horas para
facilitar la completa disolucién de la sal y posteriormente se dejaron secar en un horno a
40°C durante 5 horas para eliminar cualquier tipo de agua que pudiera alterar el
porcentaje de pérdida de peso.

Tabla 27. Pérdida en peso de los films 46 a 50 en agua y mezcla etanol-agua.

46 46.8 44.6 2.2 5
47 53.3 50.3 3.0 6

Agua 48 53.6 51.6 2.0 4
49 10.4 9.8 06 6

50 16.1 14.9 12 7

46 58.1 55.1 3.0 5

Agua+ s | 47 34.6 325 2.1 6
EOH 48 35.9 345 14 4
49 11.1 10.4 0.7 6

50 15.1 13.9 12 8

Como se puede observar en la tabla anterior, la pérdida de peso de las muestras

ronda del 4 al 8%, valores muy superiores al porcentaje de sal que posee. Este hecho
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puede explicarse en base a varios ensayos: el PEG 4000 es practicamente soluble en
agua (1.8% de un 2% del film es capaz de pasar a la fase acuosa), de un 7% del almiddn
que posee el film alrededor del 5% es capaz de solubilizarse en agua. Ademas, no
existen diferencias significativas en la pérdida de peso de las muestras con y sin etanol.
La solubilidad de la sal fue completa y se pudo comprobar a partir de un
microanalisis elemental de diferentes zonas del film que reveld la presencia de
elementos como carbono y oxigeno, procedentes principalmente del PBAT, PLA, PEG
y del almidon, silicio procedente de la silice y calcio presente en el carbonato de calcio.
Sin embargo, no se observaba elementos como sodio o fosfato presentes en las sales

inorganicas.

Con el fin de comprobar si se produce algun tipo de modificacion en la superficie de
los films al entrar en contacto con agua (o la mezcla agua-etanol) se realizaron imagenes
a microscopio de barrido en el SACE.

A continuacién se muestran dos imégenes correspondientes a los films sin sumergir

en agua (a) y una vez sumergidos en agua (b).

Figura 64. Imagen a microscopia de barrido del film 49 a) sin sumergir en agua y b) tras sumergir en

agua.

Como se puede observar en la imagen anterior, la superficie del film una vez entra

en contacto con el agua (o la mezcla agua-etanol) comienza a formarse pequefias
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oquedades como consecuencia de la disolucién del PEG, las sales y el almidon. Ademas
puede observarse como las particulas de almidon (que toman aspecto circular en la
imagen) se hinchan como consecuencia del agua. En la imagen siguiente puede
observarse con mayor claridad el proceso citado.

Figura 65. Imagen a microscopia de barrido del film 49.

A continuacién podemos observar una imagen de la superficie del film 50 tras estar
en contacto con agua.

Figura 66. Imagen a microscopia de barrido del film 50.
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En la imagen se puede observar numerosas oquedades formadas por el
sumergimiento del film en agua y el paso a la fase acuosa de las sales inorgénicas que
estaban presentes en el mismo.

Si realizamos una ampliacién de la zona delimitada por el rectangulo rojo en la

figura anterior:

Figura 73. Imagen ampliada de la oquedad a 12000 aumentos.
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2.1.4 Sorbitol

El sorbitol es un polialcohol ampliamente utilizado en la industria alimentaria,
farmacéutica o textil debido a su no toxicidad y a su bajo coste al tratarse de un

producto principal de la fotosintesis de las plantas, junto con la sacarosa o el almidén.

Figura 68. Estructura quimica del D-sorbitol.

La inclusion de sorbitol como aditivo al PBAT es debido a la mejor compatibilidad
que presentara con el film resultante, que provocard una mejora en las propiedades
mecanicas del mismo. Ademas, al tratarse de un producto higroscopico, mejorara la
humectancia del film que facilitard, como se ha citado con anterioridad, la actividad
enzimatica.

El film resultante de la incorporacion de un 2% de sorbitol como aditivo posee un

incremento considerable en las propiedades mecanicas con respecto a los anteriores.

Tabla 28. Pérdida en peso del film 51 en agua y mezcla etanol-agua.

Disolvente Film Peso Inicial | Peso final | Diferencia | % Pérdida
Agua 51 18.4 17.6 0.8 5
Agua + EtOH 51 18.8 17.7 1.1 6

Un estudio de la superficie mediante microscopia electrénica de barrido del film 52
reveld hechos similares que en el caso de los films 49 y 50, en el que se observa una

superficie lisa.
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Figura 69. Superficie del film 52 a 400 aumentos.

El posterior sumergimiento del film en agua, realizando el mismo procedimiento
que en el apartado anterior para los films que contenian las sales inorganicas, genero la
presencia de oquedades en la superficie del film.

Z0pm

Figura 70. Oquedad observada en la superficie del film 52 a 6000 aumentos.
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Objetivo  2.2: Investigacion y obtencion de nuevas
formulaciones de PBAT y PLA con encapsulacion de enzimas

proteinasa K, a-amilasa y Lipasa B.

2.2.1 Investigacion de la actividad de a-amilasa

Al inicio de esta memoria se ha estudiado la incorporacion de almidén como aditivo
de carga al PLA y al PBAT debido a su bajo coste, al incremento de la absorcion de

agua que provoca y las buenas propiedades mecanicas del film resultante.

El almiddn es un polisacarido compuesto por unidades de amilosa y amilopectina en
proporcién variable dependiendo del organismo de procedencia.

OH

Figura 71. Estructuras quimicas de a) amilosa y b) amilopectina.

La enzima a-amilasa es capaz de hidrolizar los enlaces glucosidicos a—(1->4)
presentes en la amilosa y los a-(12>4) y a—(1->6) de la amilopectina, liberando al
medio glucosa. Es por ello que la aplicacion de algun método de determinacion de
glucosa presente en el medio nos permitira conocer la posible actividad de la enzima en
diferentes condiciones y medios.

En la estructura tridimensional de la enzima cabe destacar la presencia de un i6n

calcio (de color amarillo) préximo al centro catalitico y un i6n cloruro (color verde)®.

26 Ramasubbu, N.; Paloth, V.; Luo, Y.; Brayer, G.D.; Levine, M.J. Biological Cristallography, 1996,

52,435.
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Figura 72. Estructura tridimensional de la a-amilasa.

Un método valido para la determinacion de azucares reductores es el desarrollado
por Summer y sus colaboradores con el uso del 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)?’. Este
método espectrofotométrico, que ha sufrido diferentes variaciones a lo largo del tiempo
en funcion de la composicién de la matriz donde radiquen dichos azlcares, posee una

elevada sensibilidad por lo que es ampliamente utilizado.

Este método consiste en la reduccion del grupo nitro en la posicion 3 del anillo de
benceno a amina, y por consiguiente la oxidacion del aldehido de la glucosa a &cido

carboxilico.
CHO COOH
o) o )
H———OH ° © H————OH
_ HO————H
OH HO H OH
+  H—f—oOH —> + H—1—OH
H——F——OH H———0OH
ON NO, O,N NH,
CH,OH CH,OH
acido 3,5-dinitrosalicilico D-glucosa acido 3-amino-5-nitrosalicilico  4cido D-glucénico
(rojo)

Figura 73. Reaccion de oxidacion de la glucosa con DNS.

27 “Determinacion de azlcares reductores”, Summer, 1921.
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Para la preparacion del reactivo es necesario disolver 0.8 gramos de NaOH en 40
mL de agua y se adiciona, bajo agitacion y lentamente, 15 gramos de tartrato de Na-K.
Pasados 15 minutos, se adiciona de igual manera bajo agitacion y lentamente 0.5
gramos del acido 3,5-dinitrosalicilico y se deja en agitacion durante 12 horas.
Finalizado este tiempo, se enrasa a 50 mL para obtener una concentracion final de DNS
de 50 mM?.

Para la calibracion del método se prepararon una serie de disoluciones de glucosa a
partir de una disolucion de partida 80 mM de glucosa mediante adicion de agua
destilada.

Tabla 29. Disoluciones para la calibracion del método.

V{glucosa] (ML) Vagua (ML) [Glucosa] (mM)
0,00 5.00 0
0.25 4.75 4
0.50 4.50 8
0.75 4.25 12
1.00 4.00 16
1.25 3.75 20
2.50 2.50 40
3.75 1.25 60
5.00 0.00 80

Se tomaron 0.5 mL de las disoluciones anteriores a las que se les adicion6 0.5 mL
de la disolucion de DNS. Una vez afiadido, se agita y se colocan en un bafio de agua a
temperatura de ebullicion durante 5 minutos. Pasado este tiempo, se enfrian

rapidamente en un bafio con hielo y se procede a la medida espectrofotométrica.

Las absorbancias a partir de las concentraciones finales de la glucosa se muestran en

la siguiente tabla.

Tabla 30. Medidas de absorbancia para la recta de calibrado del método DNS.

[Glucosa] (mM)| O 2 4 6 8 10 20 30 40

Absorbancia 0,00 | 0,04 | 0,11 | 0,17 | 0,24 | 0,31 | 0,58 | 0,85 | 1.12

28 Coughlan, M.P.; Moloney, A.P. Meth Enzymol. 1988, 35, 605.

79




Representando graficamente la absorbancia medida frente a cada concentracion de
glucosa obtenemos la siguiente gréfica:

Calibracion método DNS

1,0
0,9

0,8 Pt
0,7 ~

0,6 —

o ad v = 0,028x
0’4 ~ R?=0,998

0,3 /

0,2

01 /

0,0 : : : : : : '

0] 5 10 15 20 25 30 35

Absorbancia

[glucosal (mM)

Figura 74. Grdfica de calibracion de glucosa mediante el método DNS.

La ecuacion de Lambert-Beer nos indica que la representacion grafica de la
absorbancia (eje ordenadas) frente a la concentracion (eje abcisas) es una linea recta
cuya pendiente es el producto del coeficiente de extincion molar y el recorrido Optico
del haz de luz que viene dado por la longitud de la cubeta.

A =c¢bc

Ecuacion 4. Ley de Lambert-Beer

Donde:

A = absorbancia
e= coeficiente de extincion molar
b= longitud de la cubeta

c= concentraciéon
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Por lo tanto, a partir de la grafica anterior podemos calcular el coeficiente de
extincién molar que coincide con el valor de la pendiente ya que el valor del camino

optico (b) es de 1 cm.

£ =0.028 mM™*cm™ =28 Micm?

Con el fin de comprobar si existia accion de la enzima se investigo la actividad de la
misma mediante un doble ensayo: un film que la contuviera en su interior previamente
al proceso de extrusion un ensayo sumergiéndolo en una disolucion 10 mg/mL de
almidén durante 24 horas y otro Unicamente en agua, con el fin de comprobar si era

capaz de actuar con el almiddén que posee en su interior el plastico.

En primer lugar, se realizé el ensayo del film que contiene a la a-amilasa en su
interior y se sumergio en una disolucion de 1 mg/mL de almiddn. Tras 24 horas se
obtuvo un valor de absorbancia de 0.131 unidades. Si introducimos este dato en la recta
de calibrado anterior, podemos obtener la concentracion de glucosa presente en la

disolucion.

y =0.028x = x = y/0.028 = 0.141/0.028 = |x = 5.04 mM

La concentracion total de glucosa que deberia encontrarse en el medio suponiendo
una hidrolisis del almidén del 100% es de 5.55 mM, por lo que el rendimiento de la

enzima es la division entre ambas concentraciones, aportando un valor del 91%.

004 100 = 91%
5,55 Bt

Una vez comprobado que la enzima posee actividad una vez se ha llevado a cabo el
proceso de extrusion y no se ha producido su desactivacion, se realizé un segundo
ensayo que consistia en la inclusion de un film que posee la enzima absorbida en
almidon liofilizado. Tras una semana desde su formacion, se sumergié una probeta del
film de tamafio 10x1 cm en 20 mL de agua durante 24 horas con el fin de detectar
glucosa en el medio acuoso como consecuencia de la degradacion del almidon por la
enzima. Pasado este tiempo, no se observo actividad alguna. Debido a este hecho, se

dej6é una semana mas el film y se volvié a repetir el proceso, obteniendo esta vez un
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valor 0.023 de absorbancia. Si introducimos este dato en la recta de calibrado anterior,
podemos obtener la concentracion de glucosa presente en el medio.

y =0.028x - x =y/0.028 = 0.023/0.028 - |x =0.82 mM

A partir de la molaridad obtenida, podemos calcular los miligramos de glucosa
presente en la fase acuosa, conociendo el peso molecular de la glucosa (180 g/mol) y el
volumen de disolucion (20 mL):

_n_ g
V. Pm-V

Ecuacion 5. Ecuacion de molaridad

M

Si despejamos los gramos de la ecuacion:

g=M.V.Pm

Ecuacion 6. Obtencion de los gramos.

g = 0.00082x0.02x180 = 4.76mg

El peso de la probeta es de 78.3 mg por lo que si s suponemos gue se ha producido
una distribucion uniforme del almidon en todo el film en el proceso de extrusion, un 7%

del peso de la probeta correspondera al polisacarido:
7% de 78.3 mg = 5.48 mg de almidon

Aplicando la ley de conservacion de la masa de Lavoisier para las reacciones
quimicas, al producirse la hidrdlisis del almidon a glucosa como Unico producto, el
100% de la masa del almidon se convertiria en el azlcar cuyo peso molecular se ve
aumentado insignificantemente al tratarse de grandes cadenas de unidades repetitivas.
Por ello, una aproximacion es considerar que se obtendria 5.48 mg de glucosa y por lo

tanto el porcentaje de almidon hidrolizado es de:

%76 100 = 87%
5,48 - R

Este rendimiento pone de manifiesto que la enzima es capaz de hidrolizar parte del

almiddn previamente en el film debido a que la solubilidad del almidén en el agua es de
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un 78% por lo que no es posible que haya podido pasar completamente a la fase acuosa
y posteriormente que la enzima lo degrade.

5,48 mg de almidon
a) b) (7%)

1dia 7 dias
91% de rendimiento 87 % de rendimiento

Figura 75. En la figura a) proceso descrito con la enzima actuando sobre la disolucion de almidon y b) la

enzima actua previamente en el almidon presente en el film.

En ambos casos, se obtienen resultados positivos y en periodos de tiempo breves,
por lo que hace posible incorporar ambos procesos como métodos para la degradacion
efectiva de almidon.
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2.2.2 Investigacion y encapsulacion de proteinasa K, lipasa B y a-
amilasa sobre cinamatos e incorporacion al PBAT.

En el apartado 1.2.3 se ha citado el proceso de adsorcién de proteinasa K sobre
cinamatos, obteniéndose al cabo de una hora el maximo de adsorcion de ésta sobre el

soporte.

En lo que respecta a la adsorcion de o-amilasa y lipasa B sobre cinamato de
sorbitol, se procedid a repetir el mismo procedimiento, adicionando 200 mg de del
cinamato sobre disoluciones de ambas enzimas 50 mM y se midi6 la absorbancia
obtenida al reaccionar el cinamato con una disolucion de pNA 50 mM en el caso de la
lipasa B y segun el método DNS para la amilasa, a distintos tiempos con el fin de
comprobar el tiempo necesario para obtener la mayor concentracion de la enzima

adsorbida.

Tabla 31. Medidas de absorbancia para la adsorcion de a-amilasa y lipasa B sobre cinamatos a distintos
tiempos.

Enzima
Tiempo (h) 1 2 3 4
a-amilasa
Absorbancia 0.096 0.127 0.129 0.132
Tiempo (h) 1 2 3 4
Lipasa B
Abosrbancia 0.132 0.156 0.158 0.158

Tal y como se puede observar en las absorbancias para la o-amilasa, a pesar de
existir un aumento en la absorbancia a las 3 y 4 horas, dicho aumento no es
significativo, por lo que el tiempo Optimo para la inmovilizacion de la enzima sobre el
soporte de cinamato es de dos horas. Este hecho mismo hecho se observa en el caso de
la lipasa B, en el que dos horas es suficiente para producirse la inmovilizacion de la

enzima.
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Figura 76. Grdfica de calibracion para el método DNS.

El proceso de adsorcion de las enzimas en el cinamato de sorbitol también se

observa al sumergir directamente un film que contenga como aditivo dicho cinamato en

la disolucion de la respectiva enzima. Para ello se sumergio6 un film que contenia un 1%

de cinamato como aditivo, sobre una disolucion de amilasa (100 ug/ml) durante 4 horas.

Una vez pasado este tiempo, se lavo el film con una disolucion tampdn fosfato y se

estudid la actividad de la enzima sumergiendo el film en una disolucion con una

concentracion de almidén 10 mg/ml durante 1, 4, 12 y 24 horas.

Tabla 32. Medidas de absorbancia para la adsorcion de a-amilasa sobre cinamato incorporado como

aditivo al film.

o.-amilasa

Tiempo (h)

12

24

Abosrbancia

0.000

0.059

0.175

0.459

Este ensayo demuestra que se puede producir la adsorcion de la enzima sobre el

cinamato cuando éste se encuentra presente en el film.

85



Figura 77. Disoluciones de a) blanco de DNS y b) una vez sumergido el film durante 24 horas en almidén

y realizado el método DNS.

Por lo tanto, es posible modular la inmovilizacion de la enzima sobre el cinamato de
sorbitol antes o después del proceso de extrusion del film, dependiendo de las

condiciones.
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2.2.3 Investigacion de la biodegradacion de films de PBAT-PLA en
disoluciones de proteinasa K, a-amilasa y lipasa B

En primer lugar es necesario establecer una serie de parametros, como la disolucién
tampon en la que se encontrarian las enzimas y la temperatura de trabajo, ya que ambos
pardmetros, en especial ésta ultima, influyen directamente en la actividad enzimatica de

las tres enzimas.

Tabla 33. Revision bibliogrdfica de temperaturas, pH y disoluciones tampdn utilizadas para cada una de
las enzimas.

Enzima Rango de T (°C) -I;’)epr?irrﬁ;a('f’g)a pH Tampon
Prote e 20 - 60 37 70-12.0 | Tris-HCI 0.1M
Lipasa B¥ 30 - 50 37 7.0-9.0 Fosfato de sodio

a—amilasa® 30 - 50 35 6.0-7.4 Fosfato de sodio

En la tabla 33 se puede observar los rangos de temperatura de las tres enzimas asi
como la temperatura 6ptima en la que poseen el maximo de actividad enzimatica. La
proteinasa K puede actuar en un rango de temperatura entre 20 y 60 °C, mientras que las
enzimas lipasa B y a-amilasa entre 30 y 50°C. La temperatura 6ptima seleccionada para

este objetivo sera 37°C.

En lo que respecta al pH y la disolucion tampon, se seleccion6 una disolucion de
tampon fosfato de pH=7.4 ya que se encuentra en el rango de actuacion de las tres

enzimas.

29 Bajorath, J.; Saenger, W.; de Pada, G.P. Biochimica et Biophysica Acta, 1988, 954, 176.

%0 Balgao, V.M.; Paiva, A.L.; Malceta, F.X. Enzyme Microb. Technol. 1996, 18, 392.

3 Cox, M.M.; Nelson, D.L. Lehninger, Principios de Bioquimica, Barcelona, 2006, Ed. Omega.
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Tabla 34. Condiciones de trabajo seleccionadas para la degradacion del PBAT-PLA.

Temperatura 6ptima de trabajo (°C)

pH

Disolucion tampon

37

7.4

Fosfato de sodio

Se recortaron probetas de 10x1 cm de ancho de diferentes tipos film que se unieron

por los extremos formando anillas. Este proceso es debido a que, al encontrarse en esa

forma, se favorece el ataque de las enzimas por todas las caras del film. Estas probetas

se sumergieron en dos tipos diferentes de disoluciones, una que contenia las tres

enzimas con el fin de observar la accion de degradacion conjunta de las tres y por otro

lado Unicamente enzima lipasa B.

Tampén fosfato, pH 7.4

3 Enzimas o Lipasa B

20mL, 37°C

Figura 78. Ensayos realizados para diferentes tipos de film con las tres enzimas o unicamente con la

enzima lipasa B.
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Los films seleccionados para el estudio de biodegradacion se pueden observar en la

siguiente tabla asi como la composicion caracteristica de cada uno de ellos:

Tabla 35. Films y su composicion seleccionados para el desarrollo de este objetivo.

Film Composicion

6% almiddn

2% PEG 4000

3% PEG 10000

1% enzima cinamato Lipasa B

6% almiddn

45 2% PEG 4000

3% PEG 10000
7% almiddn

2% PEG 4000

3% PEG 10000
2% Fosfato
7% almiddn

2% PEG 4000

3% PEG 10000

2% NaCl

7% almiddn

2% PEG 4000

3% PEG 10000
2% Sorbitol

41

49

50

o1

Estos films, como se ha citado en los apartados 2.1.3 y 2.1.4 se sumergieron
inicialmente en agua para favorecer la pérdida parcial de almidén y de las sales
inorgénicas en el caso de los film 49 y 50 y del sorbitol para el film 51. Del mismo
modo que se argumentd en dichos apartados, este proceso provoca la formacion de
oguedades que generaran un aumento significativo de la superficie del film y como

consecuencia un incremento exponencial de la velocidad enzimética de las enzimas.

Tras 15 dias en las condiciones descritas, no se observaba ningn cambio fisico en
los films que bafiados con la disolucién de la enzima lipasa B. Sin embargo, en aquellos
films que se encontraban sumergidos en la disolucion de las tres enzimas habia
aparecido una suspensién que se trata de una mezcla de glucosa procedente de la

hidrolisis del almidon, monémeros de PLA y PBAT y aminoacidos de las enzimas.
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Figura 79. Suspension a microscopia de 600 aumentos presente en la disolucion con las tres enzimas del

film 49.

Para finalizar el estudio de la superficie mediante microscopia electronica de barrido
se realizd un “mapping”. Este proceso permite obtener la distribucion de los diferentes

elementos presentes en la superficie del film.

f 20um \

Figura 80. Mapping de oxigeno de una zona de la superficie del film 50.
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Como se puede observar en la imagen, existe una mayor distribucion de atomos de
oxigeno en la zona de la oquedad, lo que indicaria una mayor degradacion de dicha
zona.

Como se puede observar en la imagen, existe una mayor distribucion de atomos de
oxigeno en la zona de la ogquedad. Este hecho pone de manifiesto una mayor
degradacion de dicha zona como consecuencia de la ruptura de los enlaces tipo éster en
los grupos funcionales de tipo acido carboxilico y alcohol, tal y como se ha expuesto en
el esquema 7 del objetivo 2.

Otra técnica que nos permite seguir el proceso de degradacion de la mezcla PBAT-
PLA es la espetroscopia infrarroja. Esta técnica analiza la medida de absorcion de un
compuesto 0 mezcla tras ser sometida a una radiacion infrarroja, 1o que genera un
espectro del mismo, observandose picos y valles en aquellas longitudes de onda donde
la muestra absorbe la energia, y que indican la presencia de ciertos grupos funcionales.

En lo que respecta a la biodegradabilidad de la mezcla de PBAT-PLA, las
principales absorciones (en funcion del porcentaje entre ambos compuestos) son Ifias
referentes al grupo hidroxilo y a los grupos carbonilo, que en nuestro caso se observan a

2930 cm™ y 1690 cm™, respectivamente.

Transmitancia

4 /

1690

2930

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm™!)
Figura 81. Espectro infrarrojo de la mezcla de PBAT-PLA.
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La paulatina degradacion de la mezcla generard una modificacion del espectro
infrarrojo de la mezcla PLA-PBAT, observandose un desplazamiento en la longitud de
onda en los grupos hidroxilo (de 2930 a 2973 cm™) y carbonilo (1690 a 1787 cm™).

Transmitancia

/\‘//_r.

2973 |
1787

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm™!)

Figura 82. Comparacion del espectro infrarrojo de la mezcla de PBAT-PLA antes y tras el periodo de

degradacion.

2.2.4 Compostaje

La biodegradabilidad de un plastico es un término que corresponde al tiempo de
degradacion del mismo que debe ser analizado en un sistema de compostaje siguiendo
la normativa 1SO 20200-2016 que regula los diferentes parametros (temperatura,
humedad relativa y tiempo necesario para su descomposicion) que influyen en el

proceso.

Los films seleccionados para su estudio de biodegradabilidad en compostaje fueron
los enumerados como 45, 49, 50 y 51, cuya diferencia reside en la composicion, tal y

como puede observarse en la tabla 35.
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Figura 83. Film 45 a) antes del compostaje y b) durante el proceso de compostaje.

de e
. -"_—'L'/..%p'. *;1 4

Figura 84. Film 49 durante el proceso de compostaje.
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Figura 85. Film 50 durante el proceso de compostaje.

Figura 86. Films tras el proceso de compostaje.
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Figura 87. Film 51 tras 5 dias en compost (izquierda) y tras 14 dias en compost (derecha).

En los films 49 y 50, que contienen las sales micronizadas, el tiempo en el que se
observa un proceso de degradacion en compostaje es relativamente mas bajo (11 dias)

que para el film 51 (14 dias).

En lo que respecta a los films que no poseen las sales micronizadas ni el sorbitol, el
tiempo de degradacion en compost es superior al del resto.

Debido a la reduccién tan significativa del tiempo de degradacion de los films en
compostaje, se decidié aumentar el espesor de capa con el fin de obtener un mayor

tiempo de degradacion.

Tabla 36. Valores del espesor obtenido para los films 53 y 54.

Valores
71 73 71 74
FILM 53 76 72 81 76
80 69 78 75
27 25 25 26
FILM 54 27 28 25 25
29 25 24 25

Si calculamos el valor medio para cada film y representamos gréficamente dichos

valores:
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Tabla X. Valor medio del espesor para los films 53 y 54.

Film 53 54
Espesor medio 75 25
Tabla 37. Pérdida en peso de los films 53 y 54 en agua.
Film Peso Inicial | Peso final Diferencia % Pérdida

53 78.8 77.8 1.0 1.3
53 97.5 95.8 1.7 1.7
54 38.2 37.4 0.8 2.1
54 46.2 45.4 0.8 2.0

Los films 53 y 54 no poseen como aditivo las sales inorgénicas ni el sorbitol, por lo

que su composicién es la formada por PBAT-PLA, Biolite, PEG, carbonato de calcio,

talco y almidon. Por lo tanto, el porcentaje pequefio de pérdida de peso correspondera a
la solubilidad del almidon y del PEG.

En este apartado se ha observado el aumento significativo que existe en la

biodegradacion de los films de PBAT-PLA que contienen aditivos como las sales

inorgénicas micronizadas o el sorbitol.

Un ensayo de compostaje realizado con los films 53 y 54 revel6 que el almidon

tiene un papel importante en el tiempo de biodegradacion. Este hecho se puede observar

tras 14 dias en compostaje.

La diferencia existente entre los films 53 y 54 es el porcentaje, teniendo un 10% el

film 53 y un 5% el film 54. En compost, se observa un incremento significativo en la

degradacion del film 53 con respecto al 54 debido a esa mayor proporcion de almidén

existente, a pesar de tener un espesor de capa éste tltimo mayor (75 micras con respecto

a 25 micras).
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Figura 89. Films en compostaje tras 29 dias de los films 53 (izquierda) y 54 (derecha).
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2. Conclusiones.

Objetivo 1. Investigacion y obtencidn de nuevas formulaciones de acido
polilactico con mayor capacidad de degradacion

Objetivo 1.1: Investigacion y obtencidn de nuevos aditivos al acido polilactico

A. Se ha incorporado de manera efectiva almidon (desde un 5 a un 7%) como aditivo

de carga a todas las formulaciones obteniendo films con buenas propiedades

mecanicas y con una mayor capacidad de absorcion de agua.

B. Se ha reducido el tamafio de particula del quitosano para facilitar su inclusion

como aditivo a los films.

C. Se ha incorporado polietilenglicol de distintos pesos moleculares a los films para

aumentar el caracter hidrofilico del film y facilitar un aumento de absorcion de

agua.

D. Se ha incorporado un porcentaje de carbonato de calcio a las formulaciones para

favorecer el proceso de hidrolisis.

Objetivo 1.2: Investigacion, obtencion e inclusion de nuevos aditivos

encapsulados con enzima proteinasa K que permitan un mayor grado de
biodegradabilidad del PLA.

E.

Se ha obtenido proteinasa K encapsulada en almidon liofilizado
gue se ha incorporado a los films observando una buena
compatibilidad y una buena actividad enzimética, antes y
posterior a la inclusion de la misma en las formulaciones.

Se ha obtenido proteinasa K encapsulada sobre compuestos con
poder de fertilizacion observando una buena compatibilidad y
una elevada actividad enzimética, antes y posterior a la
inclusion de la misma en las formulaciones y obteniendo un
porcentaje de desactivacion de la enzima dentro del film bajo.
Se han obtenido microcapsulas de alginato de sodio y de
alginato de calcio observando una mayor actividad enzimatica
de la proteinasa K en las microcapsulas formadas por una

cascara de alginato de calcio.
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H. Se ha obtenido proteinasa K encapsulada directamente sobre
PLA y wusando como soporte cinamato de sorbitol,
observandose una elevada actividad de ambos antes y posterior

a la inclusion de ambos en el film.

Objetivo 2. Investigacion y obtencidn de nuevas formulaciones de
polibutilen-adipato-co-tereftalato con mayor capacidad de
degradacion.

Objetivo 2.1: Encapsulacion e incorporacion de nuevos aditivos al PBAT para
aumentar su capacidad de degradacion.

I.Se ha estudiado el angulo de contacto de los diferentes films con
el fin de observar si poseen elevada mojabilidad para su estudio
de biodegradabilidad con las enzimas en disolucion acuosa,
observando que el angulo de contacto es el adecuado debido a
la presencia del PEG.

J.Se ha estudiado el espesor de capa de los diferentes films
concluyendo que un espesor de capa comprendido entre 20 y 30
micras es Optimo para facilitar la biodegradacion de los
mismos.

K. Se ha iencapsulado adecuadamente sales micronizadas vy
sorbitol a las formulaciones con el fin de disminuir el tiempo de

degradacién de las mismas en compost.

Objetivo 2.2: Investigacion y encapsulacion de nuevas formulaciones de PBAT
y PLA con las enzimas proteinasa K, a-amilasa y lipasa B.

L. Se ha estudiado la adsorcion de las tres enzimas sobre un
soporte de cinamato de sorbitol y la actividad enzimatica,
observandose que es elevada.

M. Se ha estudiado la degradacion de los films en disoluciones de

las tres enzimas observando por diferentes técnicas
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(microscopia infrarroja y microscopia electronica de barrido)
gue la degradacién es efectiva.

N. Por ultimo se ha observado la degradacion de los films en
compostaje observando que en un periodo de 14-30 dias todas

las muestras se degradan.
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