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3.1. Antecedentes

El desarrollo de materiales biodegradables y/o biocompatibles es hoy dia una de
las areas de investigacion prioritarias. El PGGA, a diferencia de los nylons tradicionales,
es biodegradable, sin embargo, algunas de sus limitaciones como la baja solubilidad o
la dificultad para formar fibras o peliculas ha estimulado la exploracion de derivados en
los que se mejoren estas propiedades.

3.1.1. Sintesis

Un procedimiento relativamente sencillo para modificar las propiedades del
poliacido es la esterificacion. No obstante, esta no es una reaccion facil de realizar
debido a que la proximidad del grupo carboxilo a la cadena principal hace disminuir su
reactividad y porque las condiciones de reaccién no pueden extremarse sin que se
produzcan reacciones indeseables, tales como descarboxilaciones o rotura de la
cadena principal.

Los ésteres del PGGA se pueden obtener por esterificaciéon directa, o por
transesterificacion de un poliglutamato de partida. La esterificacion directa se basa en el
método descrito por Bocchi y col. (1979) empleado para esterificar aminoacidos en
disolventes apréticos. Para ello el PGGA se disuelve en un disolvente tal como DMSO,
NMP o DMF, y se afade bicarbonato de sodio en exceso, con lo cual el polidcido se
convierte en su sal sddica. Posteriormente, al agregar un haluro de alquilo, tiene lugar
la esterificacion por sustitucion nucleofilica (Figura 3.1). Como consecuencia de esta
reaccion se produce CO,, el haluro de sodio correspondiente y agua. El empleo de
diferentes condiciones de reaccion (disolvente, base, tiempo y temperatura) ha
permitido obtener una amplia diversidad de ésteres con conversiones y rendimientos
aceptables. En la Tabla 3.1 se comparan los procedimientos descritos en la bibliografia
para la esterificacion directa del PGGA.

Mediante la apropiada seleccién del grupo alquilo se pueden cambiar las
caracteristicas del producto final y obtener materiales a medida. Los poli(o,L-
glutamatos) (Block, 1983), poli(p,L-aspartato)s (Mufioz-Guerra y col., 1996) y los poli(y-
glutamato)s (Melis, 1999) constituyen excelentes ejemplos al respecto.
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Figura 3.1. Esquema general de obtencion de ésteres del PGGA.

Tabla 3.1. Métodos de esterificacion directa del PGGA encontrados en la bibliografia.

Polimero Reactivo Disolvente’® T (°C) t(h) conv b (%) Referencia
Método A

PABG BcBr NMP 60 20 100 Kubota y col., 1993a
PAAG-1 CHal " 60 20 100 Kubota y col., 1995
PAAG-2 C,HsBr " 60 20 100 "

PAAG-3 n-CzH;Br " 60 20 100 "

PAAG-4 n-C4HqBr " 60 20 100 "

PAAG-6 n-Ce¢H13Br " 60 20 100 "

PAAG-8 n-CgH4,Br " 60 20 100 "
PAAG-10 n-C4oH24Br " 60 20 100 "

Método B

PAAG-2 CoHsBr DMSO 60 20 90 Borbély y col., 1994
PAAG-3 n-CsH,Br " 25 20 90 Gross y col., 1995
PAAG-4 n-C4HqBr " 25 20 98 "

PAAG-5 n-CsHq1Br " 45 120 >95 Shah y col., 1992
PAAG-8 n-CgH+7Br " 25 20 39 Borbély y col., 1994
PAAG-12 n-CoHzsl HMPA 45 120 >95 Shah y col., 1992

3La base utilizada es NaHCOs. "Grado de esterificacion.

Como se observa en la tabla anterior, el grupo de trabajo de Gross (al que

pertenecen Borbély, Shah y col.) utiliza DMSO o HMPA como disolvente, temperaturas

mas bajas y tiempos de reaccién relativamente largos. Las conversiones que alcanzan

no siempre se acercan al 100%. Por otro lado el grupo de Kubota ha obtenido los

ésteres alquilicos (con n= 1-10) utilizando NMP como disolvente y temperaturas algo

mas elevadas (60 °C) con lo que obtienen conversiones totales.
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Otro método de obtencion de los ésteres del PGGA consiste en la
transesterificaciéon de un poliglutamato de partida y ha sido utilizado por el Dr. Melis
(1999) en su Tesis Doctoral. El método consta de dos etapas: inicialmente se esterifica
el PGGA para obtener, por ejemplo, el poli(a-etil y-glutamato) (PAAG-2) y a continuacion
este compuesto se transesterifica con el alcohol alifatico o aromatico que se desee en
presencia de Ti(OBu),. El Dr. Melis (1999) obtuvo de esta manera los poli(y-glutamato)s
con cadenas cortas (n<10) y el derivado bencilico. EIl PAAG-2 de partida lo obtuvo
siguiendo el método propuesto por Gross y col. (1995).

Los poli(a-glutamato)s, isdmeros de los poli(y-glutamato)s, también se suelen
obtener por transesterificacion del poli(y-metil a,L-glutamato) o del poli(y-bencil a,L-
glutamato) con n-alcoholes pero utilizando acido p-toluensulfénico como catalizador.
Este método, extensamente utilizado en la bibliografia (Konishi y col., 1976; Bradbury y
col., 1968 y Yokomori y col., 1972) no siempre proporciona conversiones del 100%, en
especial cuando las cadenas laterales son largas, por lo que en esta tesis nos hemos
decantado por la transesterificacion empleando un alcoxido de titanio.

La transesterificacion utilizando alcoxidos de titanio es un método conocido
desde hace tiempo, ya en 1982, Seebach y col. estudiaron esta reacciéon sobre
diversos ésteres con alcoholes primarios y secundarios. En este trabajo las cantidades
del alcoxido de titanio utilizadas no siempre fueron “cataliticas”. En nuestro grupo, este
procedimiento también se ha utilizado para la obtencidon de 4-alcoxicarbonil-2-
azetidinonas con grupos alquilo que varian desde metilo a docosilo e incluso en los que
el grupo lateral es ramificado o ciclico. Estas lactamas se emplearon como mondémeros
en la polimerizacién por apertura de anillo para obtener los correspondientes poli(B,L-
aspartato)s (Vives y col., 1989; Lopez-Carrasquero y col., 1994; Garcia-Alvarez y col.,
1994).

En esta tesis, como poli(y-glutamato) de partida para la transesterificacion,
utilizaremos el PAAG-2. Este polimero lo obtendremos esterificando el PGGA con
C,HsBr segun el método propuesto por Kubota y col. (1993a, 1995). Posteriormente
transesterificaremos el PAAG-2 con alcoholes lineales de cadena larga (n>12) para
obtener los correspondientes PAAG-n, en presencia de Ti(OBu)s.
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La bibliografia referente a la obtencion de copolimeros de a-péptidos es
abundante (Bradbury y col, 1968, Konishi y col, 1976) pero no asi la referente a la

preparacion de copolimeros de y- péptidos.

Tsubokawa y col. (1993a), han obtenido copolimeros de injerto PGGA-PMMA
utilizando grupos azo laterales que luego inician la polimerizacion del MMA.
Desafortunadamente las propiedades térmicas que presentan estos copolimeros son
inferiores a la del PGGA de partida. Estos autores también han preparado copolimeros
de injerto con el N-vinilcarbazol y con la N-vinil-2-pirrolidona aprovechando que los
grupos carboxilo laterales no ionizados del PGGA pueden iniciar polimerizaciones
cationicas (Tsubokawa y col., 1993b).

3.1.2. Propiedades térmicas y dinamomecano-térmicas

Los PAAG-n con n<6 son polimeros semicristalinos con temperaturas de fusién y
entalpias que tienden a decrecer a medida que n aumenta. Las curvas de TGA
revelaron que la degradacién térmica se presenta por encima de la T, con temperaturas
de descomposicion onset que usualmente aparecen alrededor de los 300°C. Por debajo
de esta temperatura la descomposicion tiene lugar por depolimerizacién con liberacién
del correspondiente piroglutamato de alquilo. Entre 400-450 °C el mecanismo
descomposicion parece ser una descarboxilacién para dar la poliamida insaturada
(Melis y col., 2001).

Melis (1999) estudié también el comportamiento dinamomecano-térmico de los
poli(y-glutamatos) con grupos alquilo lineales desde 2 a 10 atomos de carbono y con los
grupos alquilo ramificados isopropilo e isobutilo. Estos polimeros, al igual que los poli(a-
glutamato)s estudiados por Watanabe y col. (1985) mediante DMTA y por Romero-
Colomer y col. (1994) mediante relajacion dieléctrica, mostraron tres relajaciones
caracteristicas denominadas «o, B y y en orden decreciente de temperatura. El Dr. Melis
encontré que la relajacion a se observaba entre los 110 y 50 °C, disminuyendo con el
aumento de longitud de la cadena lateral. Este descenso era mas pronunciado para los
ésteres de mayor longitud de cadena lateral que para los de menor longitud. La
relajacion B se aprecié a temperaturas de entre —100 y 53 °C. La Tz aumentoé con el

incremento del tamafo de la cadena lateral en los PAA(DL)G-n con n < 4 hasta alcanzar
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un maximo, para descender con los PAA(DL)G-n con n > 6. En cuanto a la relajaciéon y
s6lo se observo en los ésteres de 8 y 10 4tomos de carbono a temperaturas cercanas a
—150 °C. En esta familia de polimeros durante la relajacion B se producia la pérdida mas
importante del médulo de almacenamiento E’. Este efecto se acentuaba a medida que
aumentaba la longitud de la cadena lateral. EI Dr. Melis encontré que los poli( y-
glutamato)s con cadenas laterales cortas e intermedias presentaban las transiciones o y
B a temperaturas inferiores respecto a las descritas para otras familias de polimeros

como los poli(a-glutamato)s y los poli(B-aspartato)s.

El significado que se ha dado a las relajaciones a, B y vy, en diferentes familias
de polimeros de estructura relacionada con la que nos ocupa, los poli( y-glutamato)s, se

comenta a continuacion.

La relajacion a es la que aparece a temperaturas superiores y, en polimeros
amorfos, se asocia a movimientos microbrownianos de la cadena principal del
polimero vy, por lo tanto, esta estrechamente relacionada con la transicidon vitrea del
material. En el caso de polimeros muy cristalinos, como los poli(y-n-alquil o,L-
glutamato)s, donde las cadenas principales estan altamente ordenadas y no son
posibles movimientos conformacionales, la relajacion o se ha asociado al movimiento
molecular térmico de toda la hélice a en la regién cristalina (Kajiyama y col., 1975a y b)
0 a movimientos de translacion y rotacion de las hélices de la cadena principal a lo largo
del eje de la hélice (Watanabe y col., 1985). Esta transicion es muy sensible a la
longitud y constitucion de la cadena lateral y al grado de cristalinidad.

La relajacion B se atribuye a movimientos globales del grupo lateral, la
rotacion del grupo éster de la cadena lateral alrededor del enlace que le une al carbono
o de la cadena principal, es uno de los movimientos que mas contribuye a esta
relajacion. La temperatura a la que se produce esta transicién depende de la longitud y
de la forma de la cadena lateral, aunque también de las interacciones del grupo lateral
con las regiones adyacentes de la cadena principal. Es de esperar que un aumento de
la longitud de la cadena lateral vaya acompafado tanto de un aumento de la
temperatura a la cual se produce esta relajacion (Tg) asi como de la energia de
activacioén asociada al proceso. Sin embargo, Watanabe y col. (1985) han comprobado
que la Tg disminuye desde 0 °C hasta —37 °C para los ésteres metilico a octilico en los

poli(y-n-alquil a,L-glutamato)s y, Romero-Colomer y col. (1994) han obtenido resultados
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equivalentes a partir de medidas dieléctricas de la misma familia. Los autores justifican
estos resultados suponiendo que parte de la cadena lateral ejerce un efecto plastificante
en sus movimientos cooperativos, es decir, puesto que un grupo lateral mas largo posee
mayor libertad de movimiento, en general esto facilita la movilidad individual de cada
una de sus partes. Otros autores (Hedvig, 1977; Mikhailov, 1958 y 1960) argumentan
que al aumentar la longitud de la cadena lateral el efecto plastificante produce una
disminucién en la T, mientras que la Tg permanece practicamente invariable con una
energia de activacién asociada constante. El aumento del tamafio del grupo alquilo
lateral provoca un desplazamiento del pico correspondiente a la relajacién o hacia
temperaturas mas bajas y puede incluso solaparse con el pico correspondiente a la
relajacion f.

La relajacién y se atribuye generalmente a movimientos locales en los grupos
alquilo de la cadena lateral y se encuentra estrechamente relacionada con la longitud de
la misma. En los poli(a-glutamato)s esta relajacion se sitia a una temperatura cercana a
—-150 °C (110 Hz) con una energia de activacion de 6-10 Kcal-mol™. Valores similares
fueron obtenidos por Hoff y col. (1955) en series de polimetacrilatos y por Garcia-
Alvarez (1997a) en poli(B-aspartato)s.

Como vemos, existen numerosas investigaciones sobre el comportamiento
dinamomecano-térmico, ya sea por DMTA o por relajacion dieléctrica, en diferentes
familias de polimeros. Los polimetacrilatos fueron estudiados por Hoff y col. (1955);
Hedvig (1977) y Mc Crum y col. (1991) entre otros. En estos polimeros la cadena lateral
tiene una constitucion idéntica a la de los poli(a-alquil y-glutamato)s, aunque son en
general de caracter amorfo. Ya hemos comentado que Watanabe y col. (1985) y
Romero-Colomer y col., (1994) trabajaron con poli(a-glutamato)s, Garcia-Alvarez
(1997a) con poli(p,L-aspartato)s de cadenas laterales con numero impar de atomos de
carbono, lineales y ramificadas y con grupos alquilo ciclicos y Melis (1999) con poli(a-
alquil y,L-glutamato)s de cadenas laterales cortas (n<10). En la Figura 3.2 se
representan las estructuras quimicas de estas familias de polimeros y se pone de
manifiesto la relacién entre ellas.

Los poli(a-glutamato)s son isémeros de los poli(y-glutamato)s, pero, la presencia
de dos unidades metilénicas que separan el grupo éster de la cadena principal confiere
mayor flexibilidad a la cadena lateral. Las dos familias de polimeros tienen la cadena
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principal en conformacion helicoidal. Los poli(B-aspartato)s también tienen la cadena
principal en conformacién helicoidal y se diferencian de los poli(y-glutamato)s en que
tienen un metileno menos en la cadena principal. En poli(metacrilato)s, poli(p-
aspartato)s y poli(y-glutamato)s el grupo alcoxicarbonilo se halla directamente unido a la
cadena principal.

HN CH, CO HN CH,
~N e ~ ~ ~N e ~N
CH CH, CH CO
COOR n COOR n
Poli(y-glutamato)s Poli(B-aspartato)s
Co fHS
HN
n
COOR
CH,CH,COOR
Poli(a-glutamato)s Poli(metacrilato)s

Figura 3.2. Estructuras quimicas de las unidades repetitivas de diferentes familias de polimeros
con estructura relacionada.

3.2. Resultados y discusion

3.2.1. Biosintesis del acido poli(y-glutamico)

Para este trabajo se han empleado dos tipos de PGGA’s que difieren en la
composicion enantiomérica: a) acido poli(y-glutdmico) de composiciéon cercana a la
racémica (PG(DL)GA), cedido por H. Kubota (Meiji Co.) y b) poliacido de composicion

mayoritariamente D (PG(D)GA) obtenido por biosintesis segun un método puesto a
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punto en nuestro laboratorio por G. Pérez-Camero y col. (1999) y que se detalla a

continuacion. Las caracteristicas de estos polimeros se resumen en |la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Caracteristicas de los PGGA'’s utilizados en este trabajo para la preparacion de los
poli(a-alquil y-glutamato)s.

a .a-\b
SEC [n] (dL-g") D:L¢

M,-10° M,10° D H,0° DMSO
PG(DL)GA® 394 148 2.6 35 1.8 59:41
PG(D)GA® 1030 370 2.8 8.5 5.0 89:11
PG(D)GA' 340 150 2.2 35 1.7 89:11

®Determinado usando agua tamponada (pH 7.0) como fase mouvil. bviscosidad
intrinseca determinada en los disolventes indicados. “Composicidn enantiomérica
determinada mediante HPLC segun el método de Marfey (1984). Cedido por el Dr.
Kubota de Meiji Co (Japan). °Producido por biosintesis en esta tesis. 'Producido por
biosintesis en esta tesis y degradado mediante ultrasonidos.

En el apartado 2.3 de la presente memoria se indica la cepa utilizada para la
produccion del poliacido D (PG(D)GA) y se describe como se prepararon los cultivos.
Con la suspensién de bacterias obtenida como alli se indica, se inocularon 6
erlenmeyers que contenian cada uno 150 mL de medio E y se incubaron a 30 °C
durante 6 dias, en un agitador orbital aplicando una velocidad angular de 150 rpm.

El contenido altamente viscoso de los frascos de cultivo tras los 6 dias de
fermentacion, se centrifugd a 6 °C (7500 rpm, 45 min) para eliminar las bacterias de la
disolucion de polimero. El sobrenadante se precipité con 3 vol de etanol frio bajo
agitacion y se dejé toda la noche en una camara a 4 °C. Al dia siguiente el polimero se
recolectd por decantacion y se guardo en acetona a —20 °C hasta su purificacion.

Para obtener el polimero puro se adoptd el procedimiento descrito por Giannos
en su Tesis Doctoral (1991). El polimero precipitado se disolvié en agua milli-Q y la
disolucién se filtré, dializé y concentré usando un equipo de filtracion tangencial Minitan-
S (Millipore). Primero se hizo pasar la disolucion a través de un juego de 4 filtros de 0.45
um para eliminar microorganismos y luego por otro de 100 000 D para dializar y
concentrar. La didlisis debe llevarse a cabo hasta reaccién negativa del filtrado con
AgNO:;. La disolucion obtenida se concentré adin mas por evaporacion y se acidificd con
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HCI 6 M hasta pH 1.5. La disolucion acida se precipité con 3 vol de 1-propanol a —20 °C
y se mantuvo una noche a 4 °C, al dia siguiente se centrifugé a 8 000 rpm durante 30
minutos. El polimero obtenido se lavé dos veces con acetona y se pulverizé en dietil
éter. Tras centrifugar, el PGGA se recuperd como un polvo blanco. Este polvo se seco a
40 °C bajo vacio y se almaceno a —18 °C en el congelador hasta su uso posterior. Se
obtuvieron entre 2.5-5 g de polimero puro por litro de medio E empleado.

La caracterizacion quimica de los PGGA’s se realizé por RMN de 'H y "*C en
D,O en medio basico, asi como por espectroscopia de FTIR (en pastilla de KBr). En
D,O el NH del polimero apenas se detecta, debido al intercambio del hidrégeno por el
deuterio del disolvente. En la Figura 3.3 se muestran los espectros caracteristicos de
infrarrojo y de resonancia magnética nuclear del PG(D)GA obtenido en nuestro
laboratorio, los datos espectroscépicos se resumen a continuacion:

IR (pastilla KBr): (cm™) 3351 (NH, amida A); 3081 (amida B); 1739 (COOH); 1652
(amida I); 1540 (amida II).

'H RMN (en D,0, NaOD): & (ppm) 8.21 (NH) (sefial de intensidad muy débil que apenas
se observa debido al intercambio del H con el D del D,0); 4.02 (q, 1H, a-CH); 2.25 (4,
2H, y-CH,); 2.10-1.80 (m, 2H, B-CHy).

*C RMN (en D,0, NaOD): 5 (ppm) 181.40 (CONH); 177.95 (COO); 57.88 (a-CH); 35.30
(y-CHy). 30.73 (B-CH,).

Los espectros de RMN tanto de '"H como de "*C del PG(D)GA mostraron sefiales
complejas. Como se puede observar en la Figura 3.3C, cuando se irradian los protones
correspondientes al B-CH,, la sefial del CH se simplifica ya que evitamos el
acoplamiento espin-espin. El hecho de que en dicho espectro aparezcan dos sefiales
se ha atribuido a la distribucién de secuencias de unidades D y L en el PGGA. La sefal
mas intensa corresponderia a las diadas DD y su enantiomera LL y la menos intensa a
las diadas LD asi como su enantiomera DL.

De igual manera, todas las sefiales en *C aparecen desdobladas por este
mismo efecto (Figura 3.3D). Por integracién de las mismas mediante deconvolucion se
puede concluir que el polimero presenta aproximadamente un 85% de diadas DD+LL y
un 15% de diadas DL+LD.
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En cuanto al PG(DL)GA, se obtuvo un resultado muy similar al obtenido para el
PG(D)GA cuando se realizaron los espectros RMN.

Un reciente estudio realizado en nuestro grupo en el cual se analizan los
espectros de RMN de diferentes poli(a-etil y-glutamato)s con composicion variable de
unidades D y L obtenidos por via sintética, ha permitido concluir que el PGGA de
biosintesis tiene una microestructura bastante compleja en la que parecen coexistir
mezclas de homopolimeros D y L asi como un copolimero en bloques de ambas
unidades (Martinez de llarduya y col., 2002).
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Figura 3.3A. Espectro de IR (KBr) del PG(D)GA.
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Figura 3.3B. Espectros de RMN (D,0/NaOD) de "H (a) y "°C (b) del PG(D)GA. (* sefial del agua,
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Figura 3.3C. Espectros de RMN (D,O/NaOD) de 'H en la region correspondiente al CH. (a)

espectro normal (b) espectro desacoplado irradiando el -CH.,.
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Figura 3.3D. Espectros de RMN (D,0/NaOD) de "*C ampliando la anchura
diferentes sefales.
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3.2.2. Obtencioén y caracterizacion del poli(a-etil y-glutamato)

La esterificacién del acido poli(y-glutamico) con bromuro de etilo en NMP se
realizé de acuerdo con el método empleado por Kubota y col. (1995) (Figura 3.1 con
R=CH,CHj5). El procedimiento experimental se detalla a continuacion.

Se suspendieron 2 g de PG(DL)GA (15.5 mmol ) en 200 mL de NMP en un
recipiente provisto de agitacion magnética y se mantuvieron a 80 °C hasta completa
disolucion. Se bajé la temperatura del bafio a 60 °C, se adicionaron 5.25 g de NaHCO;
(62.5 mmoles), se tapod el recipiente con un septum y se dejé durante media hora.
Pasado este tiempo se adicion6 a través del septum lentamente el bromuro de etilo (6
mL, 80 mmol) con ayuda de una jeringa. Se colocd una salida externa para eliminar el
CO; que se iba formando. Se siguié el curso de la reacciéon mediante RMN de 'H (en
DMSO). La reaccion se dio por terminada cuando desaparecio la senal a 8.08 ppm
correspondiente al NH del poliacido. El tiempo de reaccién oscilo entre 19-34 h.

La reaccion se pard enfriando la mezcla a temperatura ambiente, el NaBr
precipitado se eliminé por decantacion. El polimero se precipité del medio de reaccion
adicionandolo lentamente sobre 1.5 L de agua fria acidulada con HCI (pH 1.5-2). Se
filtrd y se lavd varias veces con agua fria, MeOH y por ultimo con éter hasta que quedé
pulverulento. El polimero asi obtenido se seco a vacio a 50 °C (2.15g, 13.69 mmol,
88% de rendimiento).

La variedad enriquecida en el enantiomero D, el PG(D)GA, se pudo esterificar
directamente de la misma manera, pero en general se sonico antes del tratamiento para
conseguir acortar las cadenas poliméricas y asi favorecer la reaccion de
transesterificacién que se realizara posteriormente (Melis, Tesis Doctoral 1999). Con
esta finalidad, se disolvieron 2 g (15.5 mmol) de PG(D)GA de [n]omso inicial 5 dL-g™ en
200 mL de NMP y se sonicaron durante 1 hora hasta que la viscosidad intrinseca,
medida en DMSO, descendié a 1.6-1.9 dL-g'1.

El grado de esterificacién se determind mediante RMN de 'H (en CHCI4/TFA)
teniendo en cuenta las senales correspondientes al grupo CH; del etilo y el a-CH de la
cadena principal y resulto ser, en todos los casos, superior al 99 %. El andlisis elemental
mostré buena concordancia con los datos tedéricos (Tabla 3.3).
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En la Figura 3.4 se muestran los espectros de IR y RMN de 'H y de *C del
PAA(D)G-2. Los desplazamientos quimicos de los hidrogenos unidos a los carbonos
esqueletales son independientes de la cadena lateral y apenas cambian con la
modificacion del PGGA. Los espectros de IR y RMN son indistinguibles para el
PAA(D)G-2 y PAA(DL)G-2, y por ello sélo se incluyen los referentes al primer producto.
Los datos espectroscépicos obtenidos para el PAA(D)G-2 son los siguientes:

IR (film en CHCIS/TFE): (cm™) 3298 (NH, amida A); 3068 (amida B); 1741 (C=0, ester);
1648 (amida |); 1542 (amida Il); 683 (amida V).

'"H RMN (en CDCI,/TFA): & (ppm) 7.78 (d, 1H, NH); 4.66 (m, 1H, a-CH); 4.32 (m, 2H,
CO,CHy,); 2.62 (t, 2H, y-CH,); 2.35-2.17 (m, 2H, B-CHy); 1.33 (t, 3H, CH3).

*C RMN (en CDCI,/TFA): & (ppm) 177.02 (CONH); 173.81 (COO); 64.94 (OCH,); 53.76
(a-CH); 32.24 (y-CHy); 27.98 (B-CH,); 13.17 (CHa).
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Figura 3.4A. Espectro de IR del PAA(D)G-2.
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Figura 3.4B. Espectros de RMN de 'H (a) y de ’C (b) del PAA(D)G-2.
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Pesos moleculares y composicién enantiomérica. El tamafio molecular se determino
mediante viscosimetria en DMSO y en NMP que contenia LiCl al 2% p/v, y la relacion
D:L por HPLC segun el método de Marfey (1984). Los resultados se muestran en la
Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Caracteristicas de los PAAG-2 obtenidos por esterificacion.

Analisis elemental ©

. -1
Polimero [n](dL-g") M,-10°%° D:L®
NMP® DMSO DCA C(%)  H(%)  N(%)
PAA(DL)G-2 n.d. 0.7 1.32 88 52.10 6.89 8.90 60:40
PAA(D)G-2 1.80 1.40 2.36 192 n.d. n.d. n.d. 88:12
PAA(D)G—Ze 1.00 0.90 1.64 118 53.20 7.03 8.98 88:12

(53.50) (7.00) (8.90)
#Contiene un 2% p/v de LiCl. ®Peso molecular viscosimétrico determinado utilizando la ecuacion establecida
para el poli(y-metil a,L-glutamato) [n]= 2.910*M,>™. °Los valores tedricos del andlisis elemental se dan
entre paréntesis. “Determinado segun el método de Marfey (1984). *Obtenido a partir de un PG(D)GA
sonicado en NMP durante 1 h.

3.2.3. Transesterificacion del poli(a-etil y-glutamato)

Como ya hemos indicado en el apartado 3.1.1, los a-alquil ésteres del acido
poli(y-glutamico) se prepararon segun un proceso en dos etapas. En el primer paso, el
PGGA se esterifica con bromuro de etilo en presencia de un exceso de NaHCO;. A
continuacion, el grupo etilo se reemplaza por un alquilo de cadena larga utilizando el
correspondiente alcohol y en presencia de Ti(OBu), (Figura 3.5).

COOCH,CHj3 COOR
Ti(OB
EN C} + ROH (OBu) > EN/J\/\C]' T CH3CHOH
| [n | [In
H @) H O

Figura 3.5. Procedimiento general de transesterificacion del PAAG-2.
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El procedimiento para la obtencion de los diferentes ésteres del PGGA es
practicamente el mismo para todos ellos y sélo varian las condiciones de la reaccion
(tiempo, temperatura, concentracion del alcohol y de Ti(OBu),). La transesterificacion se
lleva a cabo bajo corriente de N, para desplazar el aire y favorecer la eliminacion del
etanol formado en el transcurso de la reaccion.

La relacién molar alcohol/polimero oscilé entre un 50/1 para el dodecanol y un
12.5/1 para los alcoholes mas largos. La proporcion molar de catalizador/PAAG-2
estuvo comprendida entre un 0.1/1 para los alcoholes mas cortos y un 0.25/1 para los
mas largos. Las reacciones se llevaron a cabo a temperaturas comprendidas entre 150
y 190 °C.

En el recipiente de reacciéon (baléon de dos bocas o erlenmeyer con entrada y
salida de gases) se introdujo un elevado exceso del alcohol seleccionado para
transesterificar y se colocd en el bafo termostatizado. Cuando el alcohol fundié se
suspendié en él el poli(a-etil y-glutamato) y se afadid el tetrabutdoxido de titanio. A
medida que avanzé el proceso, el polimero se fue disolviendo en el alcohol quedando al
final una disolucién viscosa y transparente. Algunas de las reacciones se siguieron
mediante RMN de 'H. Para ello fue necesario purificar las alicuotas de la manera
habitual que veremos mas adelante.

Los tiempos de reaccion oscilaron entre 4 y 22 horas. En el caso de los
homopolimeros se dejé proseguir la reaccion hasta que la conversion fue total y en el
caso de los copolimeros hasta que la conversion fue la deseada. Cuando la reaccion se
dio por finalizada, se retir6 el recipiente de reaccion del bafio térmico y se pasé a un
erlenmeyer donde se dejé enfriar hasta temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se tratd con EtOH caliente, se dej6 enfriar lentamente durante 15 minutos y el
precipitado que quedod en el fondo se separd por decantacion. El proceso se repitiéo dos
veces. El precipitado obtenido se redisolvio en CHCIl; o CHCIS/TFA, se filtrd y se
reprecipité con MeOH. Finalmente se filtr6 de nuevo, se secé y se almacend a vacio.
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3.2.3.1. Obtencion y caracterizacion de los poli(a-alquil y-glutamato)s

En la Tabla 3.4 se resumen las experiencias realizadas, las condiciones
empleadas y los resultados que se obtienen en cada caso. Como se observa, a medida
que aumenta el numero de carbonos del alcohol, es necesario incrementar el tiempo de
reaccion para conseguir conversiones completas.

Los resultados obtenidos muestran que el procedimiento de transesterificacion
puede aplicarse de forma general a la obtencion de ésteres del acido poli(y-glutamico).
Los tiempos de reaccidon empleados son cortos si los comparamos con los de
esterificacion y, ademas, el alcohol que utilizamos como nucledfilo hace también de
disolvente por lo que disminuye el numero de componentes necesario para llevar a cabo
la reaccion.

La caracterizacion quimica de los ésteres obtenidos por transesterificacion se
realizd por espectroscopia de RMN de 'H y ™C y los pesos moleculares fueron
evaluados por viscosimetria capilar en CHCIl; y THF y por SEC/LS. La composicion
enantiomérica se determiné por HPLC a partir de muestras hidrolizadas de los
polimeros. Todas estas técnicas estan detalladas en el Capitulo 2.
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Los espectros de RMN, como es de esperar, presentan un patron comun
correspondiente a la cadena principal del polimero, observandose en cada uno las
sefiales correspondientes a los atomos de la cadena lateral. En los espectros de 'H
RMN se observan con claridad las sefiales del OCH,, asi como del CH; unido a este y
del CH; terminal. No obstante, las sefales de los metilenos interiores, presentan el
mismo desplazamiento quimico apareciendo solapados entre si, resultado del entorno
quimico similar.

En los espectros de IR se observan las sefales correspondientes al grupo
amida, principalmente la amida A, amida B, amida I, amida Il y amida V, asi como
también al grupo éster lateral. En la Figura 3.6 se muestran a modo de ejemplo los
espectros de IR, 'H y *C RMN del PAA(D)G-22 obtenido por transesterificacion.

A continuacion detallamos las condiciones de reaccién para cada polimero y los
datos especificos de su caracterizacion.

Poli(a-n-dodecil y,D-glutamato) (PAA(D)G-12). La transesterificacion del PAA(D)G-2
con dodecanol (relacion molar alcohol/polimero 50/1) se realizé calentando a 150 °C
durante 11 h. Se adicioné una relacién molar de Ti(OBu)s/PAAG-2 de 0.1/1. El
seguimiento de la reacciéon mediante RMN de 'H reveld que a las 8 h de reaccién la
conversion fue solo del 88 %. El producto se aisldé segun el procedimiento general. El
rendimiento de la reaccion fue del 88 %. Para el isomero DL el tiempo de reaccion
necesario para la conversion total fue de 6.5 h (rdto. 63%).

IR (film en CHCI;): (cm™”) 3306 (NH, amida A); 3067 (amida B); 1743 (C=0); 1652
(amida I); 1557 (amida II).

'"H RMN (en CDCI/TFA): & (ppm) 7.60 (d, 1H, NH); 4.60 (m, 1H, a-CH); 4.2 (m, 2H,
OCH, ); 2.54 (t, 2H, y-CH,); 2.35-1.90 (m, 2H, B-CH,); 1.67 (m, 2H, 2CH,), 1.5-1.1
(banda ancha, 18H, *"'(CH,), ); 0.87 (t,3H,CHs).

3C RMN (en CDCI/TFA): & (ppm) 176.29 (CONH); 173.68 (COO); 68.54 ('CH,); 53.43
(a-CH); 32.33 (°CH,); 32.19 (y-CH,); 29.96 (*°(CH.)); 28.49 (CH,); 27.75 (B-CHy);
25.88 (°CH, ); 23.04 ("'CHj, ); 14.19 (CHs).

Poli(a-n-tetradecil y,D-glutamato) (PAA(D)G-14). El PAA(D)G-2 se transesterificd con
n-tetradecanol (relacion molar 25/1) calentando la mezcla a 170°C durante 3 h. La
relacion molar Ti(OBu)4/PAAG-2 fue de 0.10/1. El producto se aislé segun el
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procedimiento general. El rendimiento de la reaccion fue del 48 %. El DL poliglutamato
se obtuvo de la misma forma pero calentando la mezcla a 190 °C durante 2 h (rdto.
70%).

IR (film en CHCI;): (cm™) 3306 (NH, amida A); 3066 (amida B); 1748 (C=0); 1652
(amida I); 1557 (amida II).

'"H RMN (en CDCI,/TFA): & (ppm) 7.60 (d, 1H, NH); 4.55 (m, 1H, a-CH); 4.19 (m, 2H,
'CH, ); 2.51 (t, 2H, y-CH,); 2.40-1.90 (m, 2H, B-CH,); 1.65 (m, 2H, 2CH,), 1.5-1.1 (banda
ancha, 22H, *"3(CH,)4); 0.90 (t,3H,CH,).

*C RMN (en CDCI,/TFA): & (ppm) 176.32 (CONH); 173.74 (COO); 68.57 ('CH,); 53.42
(a-CH); 32.16 ("2CH,); 32.10 (y-CH,); 29.52 (*""(CH,)s); 28.46 (*CH,); 27.74 (B-CHy);
25.88 (°CH, ); 23.08 (*CH, ); 14.23 (CH).

Poli(a-n-hexadecil y,D-glutamato) (PAA(D)G-16). La transesterificacion del PAA(D)G-2
con n-hexadecanol (relacion molar 25/1) se llevé a cabo calentando la mezcla a 190 °C
durante 4.5 horas. La relacion molar Ti(OBu)s/PAAG-2 fue de 0.15/1. El producto fue
precipitado con metanol y se purificé por reprecipitacibn en un sistema
disolvente/precipitante CHCI3;-TFA / EtOH. El rendimiento de la reaccién fue del 82 %.
Para el isomero DL el rendimiento fue del 70%.

IR (film en CHCI;): (cm™) 3305 (NH, amida A); 3067 (amida B); 1742 (C=0); 1648
(amida I); 1554 (amida II).

'"H RMN (en CDCI,/TFA): & (ppm) 7.57 (d, 1H, NH); 4.56 (m, 1H, a-CH); 4.22 (m, 2H,
'CH, ); 2.51 (t, 2H, y-CH,); 2.30-2.00 (m, 2H, B-CH,); 1.65 (m, 2H, 2CH,), 1.3 (banda
ancha, 26H, *'5(CH,)3); 0.88 (t, 3H, CH3).

*C RMN (en CDCI,/TFA): & (ppm) 176.22 (CONH); 173.65 (COO); 68.47 ('CH,); 53.33
(a-CH); 32.31 ("CH,); 32.09 (y-CH,); 29.95 (*"*(CH,)10); 28.41 (*CH,); 27.67 (B-CHy);
25.84 (°CH, ); 23.03 (*CH, ); 14.22 (CH,).

Poli(a-n-octadecil y,D-glutamato) (PAA(D)G-18). Se obtuvo por transesterificacion del
PAA(D)G-2 con n-octadecanol (relacion molar alcohol/polimero 25/1) calentando a 190
°C durante 6h. La relacion molar Ti(OBu),/PAAG-2 se increment6 a 0.3/1. El polimero
obtenido se precipité con metanol y se separd por filtracion. La purificacion se realizd
disolviendo en CHCI5-TFA , filtrando y precipitando con MeOH. El rendimiento fue del 85
%. Para obtener el isobmero DL se trabajoé a 190 °C durante 22 horas (rdto. 69%).
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IR (film en CHCI;): (cm™) 3307 (NH, amida A); 3066 (amida B); 1747 (C=0); 1652
(amida I); 1558 (amida II).

'"H RMN (en CDCI,/TFA): & (ppm) 7.60 (d, 1H, NH); 4.57 (m, 1H, a-CH); 4.16 (m, 2H,
'CH, ); 2.53 (t, 2H, y-CH,); 2.30-1.90 (m, 2H, B-CH,); 1.67 (m, 2H, CH,), 1.3 (banda
ancha, 30H, *""(CH,)s; 0.90 (t, 3H, CH).

*C RMN (en CDCI,/TFA): & (ppm) 176.22 (CONH); 173.65 (COO); 68.47 ('CH,); 53.33
(a-CH); 32.31 (™CH,); 32.09 (y-CH,); 29.95 (*"°(CH,)12); 28.41 (*CH,); 27.67 (B-CHy);
25.84 (°CH, ); 23.03 (""CH, ); 14.22 (CH).

Poli(a-n-eicosil y,D-glutamato) (PAA(D)G-20). La transesterificacion del PAA(D)G-2
con n-eicosanol (relacion molar alcohol/polimero 12.5/1) se realiz6 calentando la mezcla
a 190 °C durante 8 horas. La relacién molar Ti(OBu)+/PAAG-2 fue de 0.23/1. El producto
precipitd al enfriarse la disolucion y se elimind el exceso de n-eicosanol con EtOH
caliente. Se purificd por reprecipitacion en un sistema disolvente/precipitante CHCI;TFA
/ MeOH. El rendimiento de la reaccion fue del 81 %. El isémero DL se obtuvo tras 4 h de
reaccion y el rendimiento fue del 84%.

IR (film en CHCI;): (cm™) 3307 (NH, amida A); 3065 (amida B); 1748 (C=0); 1652
(amida I); 1558 (amida II).

'"H RMN (en CDCI,/TFA): & (ppm) 7.60 (d, 1H, NH); 4.57 (m, 1H, a-CH); 4.18 (m, 2H,
'CH, ); 2.53 (t, 2H, y-CH,); 2.40-2.00 (m, 2H, B-CH,); 1.66 (m, 2H, ?CH,), 1.3 (banda
ancha, 34H, *'°(CH,)+7); 0.88 (t, 3H, CH3).

3C RMN (en CDCIS/TFA): & (ppm) 176.53 (CONH); 173.73 (COO); 68.72 ('CH,); 53.50
(a-CH); 32.33 (*®CH,); 32.19 (y-CH,); 30-29.5 ( *""(CHy)14); 28.4 (°CH, ); 27.72 (B-CHy);
25.88 (°CH,); 23.04 ("°CH, ); 14.19 (CHs).

Poli(a-n-docosil y,D-glutamato) (PAA(D)G-22). La transesterificacion del PAA(D)G-2
con n-docosanol (relacion molar alcohol/polimero 12.5/1) se realizd calentando la
mezcla a 190 °C durante 8-8.5 h. La relacién molar Ti(OBu), /PAAG-2 utilizada fue de
0.25/1. El producto precipité al enfriarse la disolucion y se purific6 mediante el
procedimiento general. El rendimiento de la reaccion fue del 79 %( para el isémero DL el
rendimiento fue del 68 %).

IR (film en CHCI;): (cm™) 3305 (NH, amida A); 3065 (amida B); 1743 (C=0); 1649
(amida I); 1551 (amida II).
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'"H RMN (en CDCI3/TFA): & (ppm) 7.60 (d, 1H, NH); 4.58 (m, 1H, a-CH); 4.1 (m, 2H,
'CH, ); 2.55 (t, 2H, y-CH,); 2.35-2.00 (m, 2H, B-CH,); 1.68 (m, 2H, ?CH,), 1.3 (banda
ancha, 38H, **'(CH,)1o; 0.88 (t, 3H, CH3).
3C RMN (en CDCIS/TFA): & (ppm) 176.53 (CONH); 173.73 (COO); 68.72 ('CH,); 53.50
(a-CH); 32.33 (*°CH,); 32.19 (y-CH,); 30-29.5 ( “'9(CHy)1s); 28.4 (°CH, ); 27.72 (B-CHy);
25.88 (°3CH,); 23.04 (*'CH, ); 14.19 (CHs).
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Figura 3.6A. Espectro de IR del PAA(D)G-22.
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Pesos moleculares. Se determinaron por viscosimetria y por SEC/LS para averiguar si
existe algun tipo de alteracion en el peso molecular durante el transcurso de la
esterificacion o de la transesterificacion. Las medidas viscosimétricas se realizaron en
THF y los pesos moleculares se estimaron de acuerdo con la ecuacién de Poché vy col.
(1990) obtenida para el poli(y-estearil a,L-glutamato) en THF. La técnica empleada se
describe en el Capitulo 2 y los resultados se detallan en la Tabla 3.4.

Si comparamos los pesos moleculares de los poliglutamatos de cadena larga
con los pesos moleculares de los PAAG-2 y de los PGGAs de partida, puede pues
deducirse que ocurre cierta fragmentacién molecular tanto durante el proceso de
esterificacion como durante el de transesterificacion.

Composicion enantiomérica. Fue evaluada con el objetivo de determinar si ocurre
racemizacién durante el transcurso de la esterificacion o de la transesterificacion. La
técnica utilizada corresponde a una modificacion de la desarrollada por Marfey (1984) y
ha sido aplicada para la determinacion de la composicion enantiomérica del PGGA de
biosintesis por Cromwick y Gross, (1995a). Este método se detalla en el Capitulo 2.

Los polimeros analizados se limitaron a los poliacidos de partida y los
poliglutamatos de etilo y de octadecilo. Si en estos casos no existe racemizacion, es de
suponer que en los otros casos tampoco la habra, por esta razon se crey6 innecesario
realizar el ensayo para todos los poliglutamatos de cadena larga. Los resultados se
muestran en la Tabla 3.5.
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Tabla 3.5. Determinacion de la composicidon enantiomérica mediante HPLC.

Isdmero L Isémero D D:L° (%)
tre (Min)®  area®10° tret (Min)®  area®10°

PG(DL)GA 6.75 19.1 10 27.3 58.8:41.2
PAA(DL)G-2 6.75 10.3 10 15.7 60.4:39.6
PAA(DL)G-18 6.75 11.9 10 17.7 59.8:40.2
PG(D)GA 6.75 3.56 10 27.7 88.6:11.4
PAA(D)G-2 6.75 6.57 10 48.2 88.0:12.0
PAA(D)G-18 6.75 5.98 10 422 87.6:12.4

*Tiempo de retencion. ®Areas de los picos observados en los cromatogramas de HPLC, expresadas en
mV.s. “Calculados a partir de las areas.

3.2.3.2. Obtencion y caracterizacion de los copoli(a-alquil y-glutamato)s
3.2.3.2.1. Copoli(a-alquil y-glutamato)s en bloques

El PAA(DL)G-2 se transesterifico con 1-octadecanol segun el método de
obtencion desarrollado por nuestro grupo para la obtencion de homopolimeros pero,
como se ha indicado en el apartado anterior, se sigui6 la reaccién mediante RMN de 'H
y se paro cuando la conversioén intermedia fue la deseada. Dado que no queremos que
el grupo etilo se reemplace totalmente, no es necesario forzar tanto las condiciones y
por eso la temperatura a la que se trabajé (150 °C) fue inferior a la utilizada para la
obtencion de los homopolimeros. La relacion molar 1-octadecanol/polimero fue de 25/1
y la proporciéon molar de Ti(OBu)s/PAAG-2 fue de 0.20/1.

Para eliminar el exceso de 1-octadecanol se procedid como en el caso de los
homopolimeros: la mezcla de reaccion se tratd con EtOH caliente, se dejé enfriar
durante 10-15 minutos y el polimero que queda en el fondo se separa por decantacion.
El proceso se repite dos veces para eliminar la mayor parte del alcohol. El precipitado
obtenido se disuelve en CHCI3, se filtra y se reprecipita en MeOH. El polimero se filtra y
se seca a vacio durante varios dias. Los datos referentes a la reacciéon de
transesterificacion se muestran en la Tabla 3.6. La estructura de estos copolimeros se
muestra en la Figura 3.7.
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Tabla 3.6. Datos referentes a la obtencion de los copolimeros coPAAG-18,2 (a:b).

a®  C°(%) Radto. (%) [n] (dL-g") My-10*° A.E
DCA  CHCI, %N  %C  %H
9010 92 60 0.32 0.56 13 385 7053 11.56
(048F  (124)f  (3.85) (71.78) (11.14)

(14.5)8

8020 80 64 0.52 0.67 249 411 7076  11.89
(4.16)  (70.67) (10.89)
7030 70 57 0.55 0.69 270 456 6933  10.68
(4.46)  (69.60) (10.64)
60:40 61 60 0.60 0.87 306 503 6761 1042
(4.77)  (68.49) (10.39)
20:80 22 55 1.07 i 6.61 690  60.05 865

(6.79) (61.20) (8.74)

@Copolimero coPAAG-18,2 (a:b) con composicion redondeada a las decenas. ®Conversion determinada
mediante RMN de 'H. ®Peso molecular viscosimétrico determinado utilizando la ecuacién de Tanaka
(1972), [Mloca= 2.9-10*M,>™. “Los valores tedricos del analisis elemental (A. E.) se dan entre paréntesis.
®Valor de la viscosidad intrinseca en THF para el Unico copolimero soluble en este disolvente. Mv
determinado en THF utilizando la ecuacién de Poché y col. (1990). °Mw determinado mediante SEC/LS en
THF, la polidispersidad fue de 1.26. La temperatura de reaccion fue en todos los casos 150 °C. i: insoluble.

p
HN_ o _CH, y CO HN_o CH, y CO
ScH™ cHy  Y-b “cH cHy
a ‘ b
COOCH,CHj COOCH,CH(CHy)15CH3

Figura 3.7. Unidad estructural de los copolimeros octadecilo-etilo coPAAG-18,2 (a:b).

Espectroscopia IR y RMN. En los espectros de IR se observan las sefiales
correspondientes al grupo amida, principalmente la amida A, amida B, amida |, amida I,
asi como también el éster lateral. A medida que aumenta la sustitucion por octadecilo se
observa un incremento de la sefial a 2990 cm™ debida a la vibracion de tensién C-H.
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Los espectros de RMN de los copolimeros presentan las mismas senales que los
homopolimeros y, como es de esperar, lo que varia es la integracion relativa de las

sefiales asociadas al grupo alquilo lateral.

En la Figura 3.8 se muestran los espectros de IR y de RMN de 'H del

coPAA(DL)G-18,2 de composicion 60:40 obtenido por transesterificacion.

Determinacién de la composiciéon mediante RMN de "H. Si observamos la Figura
3.8, a la integral del a-CH le llamamos A'cy. Los tres protones del metilo de las
unidades a-etil y-glutamato se solapan con la sefial de los protones de la cadena lateral
de octadecilo (*'"CH,). A la integral de todos los hidrégenos entre 0.7-1.8 ppm le

llamamos A% c,.cns. Por tanto, si A'cy es igual a 1, la relacion entre las dos areas Ra es

38
R, :A CH, +CH, =3a+35b a+b=1

A'ch 1

siendo a la composicion molar en unidades de etilo y b la composicion molar en

unidades de octadecilo, de donde

R, -3
32

b:

Asi, directamente a partir de la relacion de areas R se puede determinar la

composicion de los copolimeros mediante RMN.

Microestructura. Desafortunadamente las diferencias en la microestructura de estos
copolimeros no han podido ser distinguidas en los espectros de RMN al campo
magnético aplicado en nuestro analisis. Para aclarar si los copolimeros coPAAG-18,2
tienen una microestructura en bloques o al azar, se prepararon dos copolimeros

modelo al azar tal y como se indica en el apartado siguiente.
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Figura 3.8. Espectros de IR (a) y de 'H RMN (b) del coPAA(DL)G-18,2 (60:40) obtenido por

transesterificacion.
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Solubilidad. Todos los copolimeros, excepto el de composicién (20:80) son solubles en
CHCI;. Este ultimo copolimero se puede solubilizar en CHCI3/TFA o CHCI/TFE. El Unico
copolimero soluble en THF es el de composicién aproximada (90:10).

Pesos moleculares. Como hemos indicado, tan solo el copolimero (90:10) es soluble
en THF, por eso es el Unico para el que se ha podido determinar el M, utilizando la
ecuacion de Poché y col. (1990) y también se pudo determinar el M, mediante SEC-LS.

Para los restantes copolimeros se determiné la [n] en DCA y en CHCls.

Como se observa en la Tabla 3.6, a medida que aumenta el contenido en
octadecilo disminuye el peso molecular de los copolimeros, aunque hay que tener en
cuenta que la composicién del sistema cambia y, por tanto, la ecuacion no tiene por qué
ser valida para todos los copolimeros, no podemos descartar que tenga lugar cierta
fragmentacion molecular tal y como ocurre en los homopolimeros a medida que
aumenta el tiempo de reaccién.

3.2.3.2.2. Copoli(a-alquil y-glutamato)s al azar

La esterificacion parcial del acido poli(y-glutamico) con bromuro de etilo en NMP
se realiz6 de acuerdo con el método empleado por Kubota y col. (1995). El
procedimiento experimental para la obtencion de los copolimeros 18,2 de
composiciones aproximadas (10:90) y (35:65) se detalla a continuacion.

La reaccion se llevo a cabo por triplicado. Se suspendieron 0.5 g de PG(DL)GA
(3.875 mmol ) en 50 mL de NMP en un recipiente provisto de agitacién magnética y se
mantuvo a 80 °C hasta completa disolucion. Se bajé la temperatura del bario a 60 °C, se
adicionaron 1.31 g de NaHCO; (15.6 mmoles), se tapé el recipiente con un septum y se
dejo durante media hora. Pasado este tiempo se adicion6 lentamente el bromuro de
etilo, con ayuda de una jeringa, a través del septum. Se colocé una salida externa para
eliminar el CO, que se iba formando. Las cantidades de EtBr adicionadas sobre cada
recipiente se muestran en la Tabla 3.7. A las 27 h se determiné la conversién mediante
RMN de 'H (en DMSO). Los resultados se muestran también en la Tabla 3.7. La
muestra que presentd una conversion del 45%, se purificd precipitando en acetona y se
utilizé para determinar el grado de azar del copolimero. En la Tabla 3.8 se muestra la
composicion y la microestructura de este copolimero que hemos denominado coPAAG-
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H,2 (55:45), determinadas a partir de los espectros de RMN y en la Figura 3.9 se
muestran sus espectros de RMN de 'H y de *C. A raiz de los resultados mostrados en
la Tabla 3.8 podemos asegurar que el copolimero obtenido presenta una distribucion al

azar de unidades y-glutamico y a-etil-y glutamato.

Tabla 3.7. Condiciones de reaccién para la esterificacion parcial del PGGA con bromuro de etilo.

V g (ML) EtBr (mmoles) PAAG/EtBr (mol/mol) Conversion (%)?
0.15 2.0 1/0.52 45
0.23 3.1 1/0.79 65
0.5 6.7 11.73 90

@Conversion a las 27 h de reaccion.

Tabla 3.8. Composicion y microestructura del coPAAG-H,2 (55:45).

Longitud media de

Composicion Diadas (%) secuencias Grado de
azar
XH Xg HH HE, EH EE Ny Ne
Exp. 55.7 443 35.3 41.7 23.0 2.69 2.10 0.85
Tedr. 55.7 443 31.0 49.4 19.7 2.26 1.80 1

Exp. Experimental, obtenidos por deconvolucion de la sefial correspondiente al y-CH» en 3C. Tedr. Teorico,

para una distribucion al azar de las unidades y-glutamico y a-etil y-glutamato.

Sobre las otras dos mezclas de reaccion se adiciond el bromuro de octadecilo en
las cantidades que se indican en la Tabla 3.9. Las reacciones se mantuvieron 6 dias a
55-60 °C. Pasado este tiempo los polimeros se precipitaron sobre 3 volimenes de éter,
se filtraron, se redisolvieron en CHCI; y se reprecipitaron en éter, se lavaron varias
veces con este disolvente y se secaron a vacio. En la misma Tabla 3.9 se muestran los
datos referentes a la obtencién de estos copolimeros. La composicion final, determinada
mediante RMN de 'H, para estos coPAAG-18,2 fue de (35:65) para uno y de (10:90)
para el otro. En la Figura 3.10 se muestran los espectros de RMN de 'H y de "*C del
copolimero de composicién (35:65).
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Figura 3.9A. Espectros de RMN de 'H (a) y de ">C (b) del coPAAG-H,2 (55:45) en DMSO a 80
°C. (* +:sefiales de agua y DMSO).
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Figura 3.9B. Ampliacion de la zona correspondiente al y-CH, del espectro de RMN de'>C del
CcOPAAG-H,2 (55:45) en DMSO a 80 °C.

Tabla 3.9. Condiciones de reaccién para la esterificacion de los coPAAG-H,2 con bromuro de
octadecilo (RBr).

RBr (mmoles)® Grupos dcido Conversion (%) Rdto. (%) Composicion
libres/RBr (mol/mol) . b
Final (a:b)
2.70 (0.9) 1/2 >95 60 35:65
0.78 (0.26) 12 100 85 10:90

Entre paréntesis se indica el peso en gramos. bComposicic')n de los copolimeros al azar coPAAG-18,2.



82 Capitulo 3

3"1?'CH2
HN (?H co b “CHy
o HN. o CH co
“\-.CH/ Z‘CYHZ/ \...CH/ ACYHE/
| a | b
COOCH,CH, COOCH,CH;(CHy)1sCHs
1 2 1" 2
(a)
T™MS
CHClI3 CHs
NH
Bt gL
AP T AP AR N
(b)
TFA cDCl; N
CONH
cO
180 1% 140

Figura 3.10. Espectros de RMN de 'H (a) y de "°C (b) del coPAAG-18,2 (35:65).
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3.2.4. Estudio conformacional en disolucion

Los PAAG-n tipo peine muestran un comportamiento en cuanto a solubilidad
claramente distinto al que presentan los PAAG-n de cadena corta. Son solubles en
CHCI;, THF, pero son insolubles en alcoholes fluorados tales como TFE o
hexafluoroisopropanol. Los miembros de la serie con cadenas laterales mas largas (20,
22) pueden disolverse en n-heptano caliente. Los espectros de RMN de 'H mostraron
diferencias en la anchura de las sefales dependiendo del disolvente y de la temperatura
utilizados. Este comportamiento fue observado previamente para el poli(a-n-pentil y,D-
glutamato) por Shah y col., (1992) y los autores interpretaron que se debia a cambios
conformacionales aunque no descartaron que tuvieran lugar por efecto de la
agregacion.

Hemos examinado la estructura de los PAAG-n tipo peine en disolucion por
RMN de 'H observando la formacién de conformaciones plegadas regulares y la
presencia de agregaciones moleculares inespecificas. La evolucibn de los
desplazamientos quimicos de los grupos NH, CH y CH, de la cadena principal del
PAA(D)G-20 disuelto en CHCI; tras la adicion de TFA se muestra en la Figura 3.11a. El
espectro se resuelve mejor cuando se adiciona un disolvente que rompe los puentes de
hidrogeno de la hélice tal como el TFA y las sefales correspondientes al NH y al CH de
la cadena principal se desplazan a campos mas altos. Por otro lado, cuando se diluye la
muestra de 40 mM hasta 1.2 mM no se detectan cambios ni en la forma ni en la posicion
de las sefales (Figura 3.11b) por lo que se descarta que la agregacién sea el origen
de los cambios observados por RMN.

La variacion en los desplazamientos quimicos de las sefiales de protén del NH y
del CH con la concentraciéon de TFA se representa en la Figura 3.12. Alrededor del
0.7% de TFA para ambas sefales tiene lugar el punto de inflexion, lo que indicaria
cambios en la conformacién molecular. Tales cambios en forma y posicién de los picos
se observaron también en poli(B,L-aspartato)s y se interpretaron como una transicion
hélice-ovillo que tiene lugar tras la adicién de TFA. Asi, puede asumirse razonablemente
la existencia de estructuras plegadas regulares de PAA(D)G-n en disolucion. Este es un
fendmeno comuin a todos los polipéptidos capaces de adoptar conformaciones
helicoidales estabilizadas por enlaces de hidrogeno intramoleculares. La estabilidad de
la hélice se puede correlacionar con la cantidad de acido requerido para promover la
transicion. Puesto que la transicién hélice-ovillo en poli(B-péptido)s tiene lugar a,
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aproximadamente, un 2% de TFA, puede concluirse que la estabilidad de la hélice de
los poli(y-péptido)s es menor de acuerdo con una menor densidad de puentes de
hidrégeno presente en este ultimo caso.

(%TFA)

@

[Molar]

1.2 mmol M
2.5 mmol M/‘\\M...;.JL
/ﬂ\‘\w

5.0 mmol

(b)

20 mmol .
40 mmol /\A“M

80 78 76 74 438 4.6 4.4 2.5 2.0 1.5
(ppm) (ppm) (ppm)

Figura 3.11. Cambios observados en el RMN de "H para el PAA(D)G-20 a 25 °C en CHClI; tras
adicion de TFA (a) y dilucion (b). (*) TFA.

Idénticos resultados de RMN de 'H se observaron cuando el polimero racémico
PAA(DL)G-20 se sometioé al mismo estudio tal y como se muestra en la Figura 3.12. La
independencia de estos cambios con la composicidn enantiomérica es ciertamente
extrana debido a que, en polipéptidos, la estabilidad de las hélices depende de la
estereorregularidad de la cadena polipeptidica. De hecho, un estudio sobre
estereocopoli(,L-aspartato)s en bloques (Martinez de llarduya y col., 1999) mostré que
la concentracion de TFA necesaria para la transicidn decrecio rapidamente con la
pérdida de estereorregularidad y que no se observé transicion en los
estereocopolimeros al azar. Los resultados obtenidos con los poli(y,DL-glutamato)s de
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biosintesis reforzarian la presencia de un copolimero de largos estereobloques o bien la
existencia de una mezcla de dos homopolimeros uno enriquecido en el enantimero D y
otro en el L (Tanaka, 1997).

| 4.65-
8.2
8Y-. )
1 % --e--PAA(DL)G-20
‘ \\.\ ~ -0 - PAAﬁD)C);-ZO 4.6 - “\\\ Te-- PAA(DL)G-20
] \ = 1 . -0~ PAA(D)G-20
7.8 £ o
4 o ~
o
] \ o e
7.6+ N ] o
: $ o e e 455 fj.\
7.4+ S .
] Goepe G O
7.2-
T T T 4.5 T | ;
0 0.5 1 1.5 2 0 0.5 1 15
% TFA % TFA
(a) (b)

Figura 3.12. Variacion en los desplazamientos quimicos del NH (a) y CH (b) para el PAA(D)G-20
y para el PAA(DL)G-20 tras adicion progresiva de TFA.

La transicion hélice-ovillo también se ha estudiado para el copolimero en
bloques coPAA(DL)G-18,2 (60:40) y para el copolimero al azar coPAA(DL)G-18,2
(35:65). En la Figura 3.13 se compara la variacién en los desplazamientos quimicos del
NH y del CH para estos copolimeros y para los homopolimeros PAA(DL)G-2 vy
PAA(DL)G-18 tras adicion de cantidades incrementadas de TFA. Como se observa, el
punto de inflexién de las curvas lo encontramos para el copolimero en bloques
alrededor del 0.7 % de TFA , para el PAA(DL)G-18 cerca del 0.6% de TFA, para el
copolimero al azar alrededor de un 0.9 % de TFA y para PAA(DL)G-2 cerca del 1.2% lo
que indicaria que para este ultimo polimero la conformacion helicoidal es ligeramente

mas estable que para los otros casos.
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Figura 3.13. Variacién en los desplazamientos quimicos del NH (a) y CH (b) para el
coPAA(DL)G-18,2 (60:40) en bloques, para el coPAA(DL)G-18,2 (35:65) al azar y para los
PAA(DL)G-18 y PAA(DL)G-2 tras adicion progresiva de TFA.

3.2.5. Propiedades térmicas y dinamomecano-térmicas de los poli (a-alquil v-
glutamato)s

a) Analisis térmico y termogravimétrico

Los resultados del analisis térmico de los PAAG-n llevados a cabo mediante
DSC y TGA se muestran en la Tabla 3.10. Los valores para las dos series (D y DL) son
similares indicando que el comportamiento térmico no se ve afectado por la composicion

enantiomérica. Las pequenas diferencias detectadas se deberian mas a factores
experimentales no controlados que a efectos configuracionales.

Los termogramas de DSC para PAAG-n con n>14 revelaron la presencia de un
proceso de fusion-cristalizacion que tiene lugar entre 20-80 °C con una entalpia de
fusién asociada entre 10 y 100 J-g". En la Figura 3.14 se muestran las curvas de
calentamiento para los polimeros PAA(DL)G-14 y 22.
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Tabla 3.10. Datos térmicos de los poli(a-alquil y-glutamato)s.

T’ AH? T, T AHP Ty C T
(°C) {-g" (°C) C)  (Jg") (°C) (°C)

PAAG-12

D /- /- - - - 312 341

DL /- /- - - - 330 327
PAAG-14

D /- /- - - - 310 338

DL 20 14/- 11 21 16 317 341
PAAG-16

D 43/40 35/36 32 36 11 321 350

DL 38/42 36/35 32 38 10 320 355, 330h
PAAG-18

D 55/49 74/48 37 42 17 311 330

DL 53/54 74/50 44 51 22 311 330, 365h
PAAG-20

D 61/57 96/82 49 55 48 319 360, 330h

DL 59/59 67/45 55 58 31 330 370, 330h
PAAG-22

D 72/76 92/85 61 68 49 326 370, 330h

DL 71/70 96/50 64 69 34 329 370, 330h

*Temperatura y entalpia medida en el primer calentamiento para el polvo de sintesis y para un film
obtenido a partir de cloroformo. bTemperatura de cristalizacion, temperatura de fusién y entalpia
medida en el segundo calentamiento para un film de cloroformo. © Temperatura de descomposicion
onset y temperatura de descomposicion medida en la curva derivada para la maxima pérdida de peso.
h: hombro.

La comparacion de los valores obtenidos de muestras provenientes directamente
de sintesis con las que se obtuvieron a partir de films de CHCI; mostré que las muestras
de sintesis son mas cristalinas. La temperatura y la entalpia de fusién aumentan a
medida que aumenta la longitud de la cadena lateral. Por analogia a los poli(a-
glutamato)s y poli(B-aspartato)s tipo peine, esta transicion deberia asociarse a la
presencia de una fase parafinica cristalizada. A diferencia con las otras familias de
polimeros relacionadas, para el PAAG-12 no se observé cristalizacion de la cadena
lateral.

Por otro lado, en algunos casos, se detectaron endotermas muy pequefias, con
entalpias menores a 1 J-g™' por encima de la temperatura de fusién de la cadena lateral.
La presencia de estos pequefios picos en poli(a-glutamato)s y poli(B-aspartato)s se
interpretd que se debia a la existencia de una segunda transicion que implica la
interconversion entre dos fases cristal-liquido. La investigacion de tales picos se detalla
en el capitulo 4.
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Figura 3.14. Termogramas de DSC para el PAA(DL)G-14 y para el PAA(DL)G-22.

El analisis mediante TGA de los PAAG-n mostré que la descomposicion de los
polimeros empezo a ser apreciable por encima de los 300 °C y que la temperatura de
descomposicion onset es practicamente independiente de la longitud de la cadena
lateral. A temperaturas mas altas se encontr6 un comportamiento mas desigual,
especificamente a aquellos valores para los que el proceso de degradacién alcanza la
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velocidad mas elevada. Se encontré que la descomposicién tenia lugar en uno o dos
pasos y a temperaturas que levemente aumentan con n. La muestra se dejo a 500 °C y
la pérdida de peso a esta temperatura fue proporcional al tamafo de la cadena lateral.
Un reciente estudio sobre la degradacion térmica del PGGA vy sus ésteres (Melis y col.,
2001) ha revelado que la descomposicion de estos polipéptidos implica la liberacién de
la cadena de alquilo junto con la escision de la cadena principal. Las curvas de TGA
para los PAA(DL)G-14 y PAA(DL)G-22 se muestra en la Figura 3.15.
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Figura 3.15. Curvas de TGA para el PAA(DL)G-14 (a) y para el PAA(DL)G-22 (b).
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b) Analisis dinamomecano-térmico

Los filmes utilizados para DMTA se prepararon por prensado en caliente tal
como se detalla en el apartado 2.12. Los PAA(DL)G-12, 14 y 16 se calentaron hasta 60
°C. EI PAA(DL)G-18 y el PAA(D)G-18 se calentaron hasta 80 °C y al llegar a los 60 °C
se aplicd una presion de 1 atm. A continuacion se comentan los resultados obtenidos
para cada polimero.

Poli(a-n-dodecil y,DL-glutamato). La curva de tan & frente a la temperatura a 10 Hz
muestra dos transiciones a 70 y —42 °C identificadas como a y B (Figura 3.16a). En esta
misma figura se ha representado el moédulo de almacenamiento (E’) frente a la
temperatura y, como se observa, para las dos transiciones se observa un descenso
moderado de E’. En la Figura 3.16b la grafica de E” frente a la temperatura nos permite
comparar la importancia relativa de cada proceso de relajacion en el comportamiento
viscoelastico del material. La relajacion y también se aprecia pero no puede calcularse
la temperatura maxima correspondiente a esta transicion, ya que como hemos
comentado, nuestro equipo no permite trabajar a temperaturas inferiores a -150 °C. El
calculo de la energia de activacion para la relajacién 3, realizado a partir de los valores
maximos de tan § a las frecuencias de 50, 10, 5y 1 Hz da un valor de 42.5 Kcal-mol™. Si
el célculo se realiza a partir de los maximos de las curvas de E” se obtiene un valor de
35.6 Kcal'mol™. Valores similares han sido obtenidos para esta transicién por otros
autores (Hoff y col., 1955; Watanabe y col., 1985; Garcia-Alvarez, 1997a) en diversas
familias de polimeros. Para la relajacion a no se pudo calcular E..

Poli(a-n-tetradecil y,pL-glutamato). Las curvas de los ensayos de DMTA realizados a
10 Hz han mostrado dos transiciones a -25.5 y a aproximadamente -142 °C. Estas
transiciones se han identificado, respectivamente, como B y y. La transicidon que aparece
justo antes de la rotura de la probeta se identificaria, sobre la base de los resultados
obtenidos mediante DSC, con la fusidon de la cadena lateral que tendria lugar a unos 20
°C a una frecuencia de 10 Hz. El calculo de la energia de activacién para la relajacion 3
se ha realizado a partir de los valores maximos de tan ¢ para los ensayos realizados a
las frecuencias de 50, 10, 5 y 1 Hz. El valor obtenido para esta relajacion es de 17.6
Kcal-mol™” (18.6 Kcal‘mol™ si el calculo se realiza a partir de las curvas de E”), para la
relajacion y no se ha podido determinar la E,. La transicién B observada se deberia a la
movilidad de la fraccion de cadena lateral que no ha cristalizado.
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Figura 3.16. Variacion de la tangente de pérdidas (tan 3), del médulo de almacenamiento (E’) (a)
y del médulo de pérdidas (E”) (b) en funcién de la temperatura para el PAA(DL)G-12 a diferentes
frecuencias.
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Poli(a-n-hexadecil y,bL-glutamato) y poli(o-n-octadecil y,DL-glutamato). Las curvas
de los ensayos de DMTA realizados para estos polimeros son muy similares. En ambos
casos se observa la transicion vy y la fusion de la cadena lateral. La representacion de la
tan 3, E’ y de E” para el PAA(DL)G-16 se muestra en la Figura 3.17. Como se observa,
el E’ cae de manera brusca cuando funde la cadena lateral, este comportamiento se ha
observado en los PAAG-n con n>14. La caida brusca del modulo de almacenamiento se
relaciona con la existencia de una transicion de primer orden (Fukuzawa y col., 1974;
Watanabe y col., 1984 y 1985). La grafica de E” frente a la temperatura pone de
manifiesto la importancia que ha tomado la relajacion y. La energia de activacion de
estos procesos no pudo ser determinada. Para el PAA(D)G-18 los resultados fueron
muy parecidos a los del PAA(DL)G-18.
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Figura 3.17A. Tangente de pérdidas (tan &) y médulo de almacenamiento (E’) en funcion de la
temperatura para el PAA(DL)G-16 a diferentes frecuencias.
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Figura 3.17B. Variaciéon del médulo de pérdidas (E”) en funcion de la temperatura para el
PAA(DL)G-16 a diferentes frecuencias.

En la Tabla 3.11 se resumen todas las transiciones encontradas para estos
polimeros y en la Figura 3.18 se muestran las curvas de tan 8 y de E” en funcién de la

temperatura para los PAAG-n a 10 Hz.

En la Figura 3.19 se muestran las temperaturas de los maximos de las
transiciones o y B a 10 Hz para los PAAG-n, medidas en las graficas de tan 3, y la
temperatura de fusién de la cadena lateral para los PAAG-14-18. Para comparar, se han
incluido los valores correspondientes a los ésteres con n<10 que han sido tomados del
trabajo del Dr. Melis (1999).

La relajacién o se observa a 70 °C para el PAA(DL)G-12, por lo que seguiria la
tendencia general de los PAA(DL)G-n mas cortos estudiados por el Dr. Melis. Este
autor encontré que tenia lugar una disminucion en el valor de la T, a medida que
aumentaba el numero de atomos de carbono en el grupo alquilo lateral. EI mismo efecto
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fue observado por otros autores en los poli(y-alquil a,L-glutamato)s (Watanabe, 1985;
Kakizaki, 1986). Esta tendencia se atribuye a que los movimientos de traslacién y
rotacion de la hélice a en la region cristalina estan facilitados por la movilidad de la
cadena lateral.

La relajacién B aparecié para el PAA(DL)G-12 a —42 °C y para el PAA(DL)G-14
a -25.5 °C. Comparando con los ésteres de cadena mas corta, se advierte que también
en estos casos se sigue la tendencia general de un aumento en la Ty a medida que
aumenta la longitud del grupo éster lateral. Este comportamiento, es el esperado
teniendo en cuenta que la relajacién B se atribuye a movimientos globales del grupo
lateral. No obstante, como indicamos en el apartado 3.1.2, el efecto contrario se
explicaria por la accion plastificante de la cadena lateral.

Tabla 3.11. Datos correspondientes a los ensayos de DMTA para los PAAG-n.

Relajacién o o

Polimero Relajacién y Relajacién 3 Transicion A—B I CC)
T*(°C) AEVE® T°(°C) AE/E* E.° TY(C) AE/E®

PAA(DL)G-12 n.d. n.d. 420 42 425/ 70° 29.3° -
35.5

PAA(DL)G-14 ~142  nd. 255 42 17.6/ 10° 20.5 20
18.6

PAA(DL)G-16 ~147  0.56 - - - 30° n.d. 38

PAA(DL)G-18 ~-147 1.2 - - n.d. 50° n.d. 53

PAA(D)G-18 ~-147 1.2 - - n.d. 48° n.d. 55

*Temperatura (°C) calculada segun los maximos de las gréaficas de tan § en funcion de la temperatura a 10 Hz.
®Calculadas segun la expresion (E'y - E'r)/E’r. “Energia de activacion (Kcal-mol'1) calculada segun la ecuacion
de Arrhenius (In f = In fp -E4/RT) para las curvas de tan § y de E”.dTemperatura a la que empieza la fusién de la
cadena lateral medida a 10 Hz. *Temperatura de fusién de la cadena lateral determinada mediante DSC.
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Figura 3.18. Tangente de pérdidas (a) y modulo de pérdidas (b) en funcién de la temperatura
para los PAAG-n a 10 Hz.
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Para los PAA(DL)G-n con n>14 se observa una transicién, que como ya hemos
indicado, por comparacion con los resultados de DSC y por analogia con los poli(a-
glutamato)s, corresponderia a la fusién de la cadena lateral. Como se observa en la
Figura 3.19, la temperatura de fusién de la cadena lateral aumenta con la longitud de la
misma, comportamiento que ya fue observado por Watanabe y col. (1985) en los
isébmeros de los compuestos que estudiamos, los poli(a-glutamato)s. Este autor observé
que para las transiciones T4y T, tenia lugar una brusca caida de E’. Mientras que para
las transiciones a y P esta caida era gradual. La caida brusca de E’ se ha relacionado
con una transicion de primer orden (Fukuzawa y col., 1974; Watanabe y col., 1984 y
1985).

La transicion vy, atribuida a movimientos locales de los grupos laterales se
observa claramente en todos los polimeros estudiados. El valor de la temperatura a la
que tiene lugar esta transicion no se puede determinar con precisién dado que el
equipo utilizado no nos permite trabajar a temperaturas inferiores a los -150 °C vy, por
tanto, no se observa bien la forma del pico, por lo que los valores presentados en la
Tabla 3.11 son aproximados.
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Figura 3.19.Temperaturas de los maximos de las transiciones o. y p a 10 Hz para los PAAG-n y
temperaturas de fusion de la cadena lateral (T;) determinadas mediante DSC para los PAAG-14,

16, 18. Los valores de los ésteres con n<10 han sido tomados de Melis, 1999, Tesis Doctoral.
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3.2.6. Propiedades térmicas de los copoli(a-alquil y-glutamato)s

Las curvas de calentamiento obtenidas para los coPAAG-18,2 entre 20 y 100 °C
se muestran en la Figura 3.20. En todos los copolimeros en bloques aparece una
endoterma ancha localizada alrededor de 40-60 °C.

Las temperaturas y entalpias de los picos para la serie de copolimeros
coPAA(DL)G-18,2 (a:b) y para los homopolimeros PAAG-2 y PAAG-18 sintetizados de
manera analoga se muestran en la Tabla 3.12. También se ha incluido en esta tabla los
resultados calorimétricos encontrados para los coPAA(DL)G-18,2 al azar cuya
distribucion al azar de unidades a-n-octadecil y-glutamato y a-etil y-glutamato ha sido
confirmada mediante RMN (apartado 3.2.3.2.2).
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Figura 3.20. Termogramas de DSC para los coPAA(DL)G-18,2 (a:b).
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La entalpia asociada a la fusion de la cadena lateral aumenta gradualmente con
el contenido en a-n-octadecil y-glutamato. De acuerdo con los resultados de DSC
obtenidos para el PAAG-18, tal endoterma se atribuye a la fusiéon de los cristalitos de
cadenas de octadecilo. Es sorprendente que incluso el coPAA(DL)G-18,2 (20:80)
muestre una pequefia endoterma alrededor de los 50 °C. Este hecho es dificil de
entender a no ser que estos copolimeros presenten una distribucion en bloques de
unidades a-n-octadecil y-glutamato y a-etil y-glutamato puesto que en los copolimeros al
azar no se observa fusion de la cadena lateral. La temperatura de fusion de la cadena
lateral permanece aproximadamente constante para todas las composiciones. Estos
resultados permiten concluir que la reaccién de transesterificacion del PAAG-2 con el n-
octadecanol es heterogénea. A medida que reacciona con el alcohol se solubiliza y la
parte soluble es la que transesterifica mejor.

Tabla 3.12. Datos de DSC y TGA referentes a los coPAA(DL)G-18,2 (a:b)

a:b Tn® (°C) AH? (J-g™) T Tm”  AH®(J-g™) T4°(°C)
Bloques

100:0 53 64 44 51 31 330, 365h
90:10 53 57 47 52 15 368, 325h
80:20 52 48 46 52 13 357, 325h
70:30 54 40 46 52 8 365, 335h
60:40 55 43 46 52 2 354, 330h
20:80 55 18 45 - - 320, 350h
0:100 - - - - - 318
Azar

10:90 - - - - - 291
35:65 - - - - - 293, 327h

“Temperatura y entalpia medida en el primer calentamiento para el polvo de sintesis.
bTemperatura de cristalizacion, temperatura de fusion y entalpia medida en el segundo
calentamiento para el polvo de sintesis. © Temperatura de descomposicion medida en la curva
derivada para la maxima pérdida de peso. h: hombro.

La estabilidad térmica de los coPAAG-18,2 bajo atmésfera inerte fue evaluada
por TGA. Las curvas representativas se muestran en la Figura 3.21 para el caso
especifico de los coPAAG-18,2 (80:20) y (20:80) en bloques y en la Figura 3.22 para los
copolimeros al azar.
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Las temperaturas de descomposicion de los copolimeros se muestran en la
Tabla 3.12. Al igual que en los homopolimeros, la descomposicion de los copolimeros
en bloques se encontré que tenia lugar por encima de los 300 °C y en todos los casos
se observa un pico con un hombro. La temperatura de descomposicion de los
copolimeros al azar es inferior a 300°C.
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Figura 3.21. Curvas de TGA para el coPAA(DL)G-18,2 (80:20) y el coPAA(DL)G-18,2 (20:80) en
bloques.
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Figura 3.22. Curvas de TGA para el coPAA(DL)G-18,2 (35:65) y el coPAA(DL)G-18,2 (10:90) al
azar.
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3.3. Conclusiones parciales

1. A partir de acido poli(y-glutamico) de biosintesis de dos composiciones
enantioméricas diferentes, se han obtenido y caracterizado los ésteres lineales de
dodecilo, tetradecilo, hexadecilo, octadecilo, eicosilo y docosilo. El método utilizado
se basa en dos reacciones sucesivas, esterificacion y transesterificacion.

2. La reaccion de esterificacion transcurre con cierta degradacion del polimero.
También el proceso de transesterificacion ocurre con degradacién parcial de la
cadena principal, que se traduce en una disminucién del peso molecular del
polimero. Este hecho se debe probablemente a la existencia de reacciones
secundarias de alcoholisis del grupo amida a las elevadas temperaturas que se
aplican.

3. Las dos reacciones de esterificacion y transesterificacion transcurren con resultados
similares, tanto para los ésteres preparados a partir del PG(DL)GA como del
PG(D)GA, por lo que puede concluirse que la composicion enantiomérica del
polimero no ejerce influencia apreciable en la modificacion quimica que se introduce.
Tanto en el proceso de esterificacion como en el de transesterificacion no se ha
observado racemizacidén para ninguno de los casos examinados.

4. Utilizando el mismo método con el que se han obtenido los homopolimeros
(esterificacién con EtBr y transesterificacion del PAAG-2 con alcohol octadecilico), se
han sintetizado copolimeros octadecilo-etilo (coPAA(DL)G-18,2) (a:b) de diferente
composicion. Este procedimiento permite obtener copolimeros con una distribucion
en bloques de unidades a-n-octadecil y-glutamato y a-etil y-glutamato y son mas
heterogéneos. Mediante esterificacion directa con bromuro de etilo y con bromuro de
octadecilo se han obtenido dos copolimeros octadecilo-etilo (coPAA(DL)G-18,2) de
composicion aproximada 10:90 y 35:65 que presentan una distribucion al azar de
unidades a-n-octadecil y-glutamato y a-etil y-glutamato.

5. Los PAAG-n y los coPAA(DL)G-18,2 (a:b) mostraron conformaciones helicoidales en
disolucién menos estables que los poli(B-péptido)s, puesto que la cantidad de TFA
necesaria para que tenga lugar la transicion hélice-ovillo es superior para los poli(-
péptido)s.
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6. Los termogramas de DSC para PAAG-n con n>14 revelaron la presencia de un
proceso de fusidn-cristalizacion que tiene lugar entre 20-80 °C, con una entalpia de
fusién asociada que aumenta con la longitud de la cadena lateral y que oscila entre
10y 100 J-g™.

7. Todos los copolimeros preparados por esterificacion con EtBr y posterior
transesterificacion del PAAG-2 resultante con alcohol octadecilico, incluso los que
presentaron contenidos en a-n-octadecil y-glutamato tan pequefios como el 20%,
mostraron fusion de la cadena lateral al efectuar la calorimetria diferencial de barrido.
Este hecho indicaria que los copolimeros presentan una distribucion en bloques de
unidades o-n-octadecil y-glutamato y a-etil y-glutamato. Como es ldégico, los
copolimeros al azar, no mostraron fusion de la cadena lateral.

8. Para los PAA(DL)G-n con n>12, la relajacién o solo se observa para el PAA(DL)G-
12. La temperatura a la que aparece esta transicion sigue la tendencia general de los
PAAG-n con n<10 estudiados anteriormente en este Departamento. Para los
PAA(DL)G-n con n>14 se observa mediante DMTA una transicion que, por
comparacion con los resultados de DSC y por analogia con los poli(a-glutamato)s,
corresponde a la fusion de la cadena lateral. La temperatura de fusion de la cadena
lateral aumenta con la longitud de la misma. La relajacion y se observa, en los poli(y-
glutamato)s alrededor de —150 °C.



