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1 Proleg

La incessant activitat biologica dels organismes vius genera multitud de recursos
naturals en forma de polimers. Des de I’origen de les seves activitats, 1’ésser huma ha
utilitzat aquests recursos com a matéria primera 1 font d’energia del seu
desenvolupament tecnologic. Durant anys, la roba, les eines, les armes, els utensilis 1
fins tot els sostres de les cases s’elaboraren a partir de polimers presents a la natura al
principi amb el minim de modificacid 1 despres, progressivament, mitjancant processos
més avancats amb la finalitat d’optimitzar la seva utilitzacié i durabilitat. A finals del
segle XIX, processos com la fabricacio del paper, el condicionament i tincié de fibres
naturals, la vulcanitzacié del cautxu natural, 1’is del midd 1 resines naturals com a
adhesius 1 la modificacid quimica de la cel-lulosa entre altres, van adquirir un elevat

grau de sofisticacié tecnologica'.

No obstant aix0, la relativa importancia dels materials macromoleculars d’origen
natural va patir posteriorment una gradual davallada, primer pel rapid desenvolupament
de la quimica del carb6 a principis de segle 1 despres per la revolucié petroquimica del
segle XX. Malgrat que certs sectors com la fabricacio del paper i I'is d’olis naturals,
romangueren inalterats; d’altres, com la produccié de pneumatics i ¢sters de cel-lulosa,
perderen importancia dins el mercat, i encara d’altres, com 1’explotacié de resines
naturals, van ser relegats a papers secundaris dins la industria. Un clar reconeixement de
I’interés cientific 1 economic d’aquells anys per a I’aveng en la sintesi de

macromolécules derivades del petroli fou la concessidé del Premi Nobel de Quimica a
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I’italia Giulio Natta i1 I’alemany Karl Ziegler al 1963 pels seus descobriments en el camp

de la quimica i tecnologia dels plastics®.

En poques decades, el reialme dels polimers basats en els recursos fossils va,
literalment, conquerir el mén, no només amb ingents quantitats de plastics, elastomers,
fibres, adhesius, pintures i material d’embalatge sind també amb una increible varietat
de sofisticades estructures macromoleculars, de les quals el seu paper funcional en molts
aspectes de les noves tecnologies era indispensable®. A principis d’aquest segle XXI,
aquest formidable progrés basat en 1’abundancia del petroli i 1’energia a preus
relativament baixos ha arribat als nostres dies en un moment en que el petroli ha

. . . . . . 4
comengat a escassejar sense que estigui clar quin sera el recurs natural que el succeira™.

Dins aquest context, la biomassa com a recurs renovable esta tornant a guanyar
importancia com alternativa als recursos i energies fossils. Actualment, s’estima que
cada any es produeixen aproximadament 170 milers de milions de tones de biomassa
per fotosintesi’, de les quals el 75% poden ser assignades als carbohidrats i als seus
derivats (el 25% restant a proteines, olis i greixos vegetals), pero tan sols entre un 3 i un
4 % del total es dedica a productes per a I’alimentacié i en menor quantitat, perd amb

una implantaci6 cada cop més gran, en productes per a usos especifics no alimentaris®.

En el camp de I’energia, la biomassa i els recursos renovables’ ja comencen a ser una
part de la soluci6 al costat d’altres alternatives com I’energia solar, 1’energia eolica, la
forca hidraulica i la tecnologia de hidrogen. En el camp dels materials, s’espera que
I’impacte dels recursos renovables sigui encara més gran a mesura que 1’aprofitament
integral de les collites, 1'us d’aigiies de rebuig de certes industries i el desenvolupament
de nous processos que maximitzin 1’eficiéncia i1 redueixin la dependéncia del petroli
vagin contribuint a ’explotacié sostenible de la biomassa com a recurs per a la

industria®.
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Des del principi que 1’explotacié de recursos i1 la vetlla pel desenvolupament de
processos d’obtencié de productes innovadors son accions necessaries per la futura
prosperitat, el reconeixement tant a nivell académic com industrial, de la quimica verda
(o sostenible) com una area d’innovacid que pot aportar solucions igual o més
competitives que les ja conegudes pels derivats fossils, és igualment important’. Per
aquesta ra0, nombroses industries i molt especialment la industria dels tensioactius, han
comengat darrerament a interessar-se per la perspectiva de la quimica verda en la
racionalitzacio dels processos quimics d’obtencid de productes a partir de la biomassa

amb usos especifics.
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2 Introduccio

2.1 CARACTERISTIQUES GENERALS DELS TENSIOACTIUS

Un tensioactiu es una substancia amb un estructura molecular amfifila (del grec,
“amphi-“: doble 1 “philia”: amistat) que, quan es presenta a baixes concentracions, té la
propietat d’adsorbir-se a la superficie del solvent i alterar I’energia lliure superficial.
Entenent el terme superficie com la regié limitrof que separa la fase del solvent de les
fases adjacents (gasos, liquids o solids insolubles) 1 el terme energia lliure superficial
com el treball necessari per formar tal superficie. L’energia lliure superficial d’un
sistema es pot cone¢ixer mesurant la tensid superficial y (N/m o en termes d’energia
J/m%), una for¢a que opera a la superficie i actua perpendicularment cap a interior des
de la superficie 1 que tendeix a disminuir I’area de contacte entre el solvent 1 les fases
adjacents. Aquesta for¢a apareix com a resultat de posar en contacte dues fases

immiscibles i la seva extensi6 depén del grau d’immiscibilitat de les fases'®.

La propietat intrinseca de reduir la tensié superficial dels tensioactius té implicacions
importants sobre la fisicoquimica de les superficies sobre la qual s’adsorbeixen i1 fa que
estiguin involucrats en tot tipus de sistemes dispersos com ara emulsions, espumes o
dispersions, 1 també en multitud de processos superficials com per exemple la catalisi

heterogénia, la corrosio, la detergéncia o la flotacio'".
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2.1.1 Activitat superficial

L’activitat superficial d’aquestes substancies en soluci6 es basa en la seva estructura
amfifila. Aquesta estructura dual consisteix en la unid covalent entre dos fragments
estructurals amb afinitats antagoniques respecte al solvent. La Figura 2.1 mostra el

comportament en solucid de les molecules de tensioactiu degut a la seva estructura

amfifila.
Estat Inicial Estats Infermedis (Ei)
(E,)
Faze 1
o N~ PP~ e
Fase 2 \ . o - - -
Tensis ¥i
BENE1D
superficial Ve \
Tensioac tu N
= 100
8 ¥a
b5 F
5 L 3
g Tl:cm g Pcm 2 * *
% g
E Verme= 0 e Miceltityacio (c.n.c)
L

In Concentracid

Figura 2.1 Comportament en solucié de les molécules de tensioactiu en funcié de la seva
concentracié en el medi. En el grafic la corba tipica y—In Concentracio a temperatura constant
d’una substancia amb estructura amfifila.

Quan les molécules amfifiles es dissolen en aigua, la preséncia del fragment hidrofob
(amb menys afinitat per 1’aigua) causa una distorsié de 1’estructura interna del solvent,

incrementant I’energia lliure del sistema. Quan aix0 passa, el sistema es reorganitza per
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tal d’expulsar les molécules de tensioactiu del sistema, perd degut a la preséncia del
fragment hidrofil (amb gran afinitat per les molecules de solvent), no poden ser
expulsades completament. Degut aixo, els tensioactius es veuen obligats a ocupar la
superficie de solvent disponible, amb el fragment hidrofob orientat cap a 1’exterior i el
fragment hidrofil cap a I’interior. Aquesta nova disposicid de les molécules del sistema
augmenta el caracter hidrofob de la superficie, produint una reduccié significativa de la

tensio superficial del solvent, y 2.

Donat que la disminucid de la tensié superficial depén de la substitucio de les
molecules de solvent a la superficie per molécules de tensioactiu, 1’eficiéncia d’un
tensioactiu en la reduccio de la tensi6 s’hauria de veure reflectida en la relacio entre les

. . . y . . ., 13 . .
concentracions de tensioactiu a la superficie i al si de la solucid ~. Per tensioactius en
solucions aquoses I’eficiencia augmenta amb el caracter hidrofobic del fragment
hidrofob del tensioactiu. Aixi tensioactius que difereixin per una cadena alquilica de 6
carbonis seran més eficients que si aquests 6 carbonis corresponen a un grup fenil com a

part hidrofoba.

El grafic de la Figura 2.1 mostra la corba y amb el logaritme natural de la
concentracio d’una substancia amb propietats tensioactives a temperatura constant.
Tipicament, quan s’augmenta la concentracié de tensioactiu en solucid, la y disminueix
fins a una concentracid per sobre la qual hi ha un canvi de pendent associat a la
saturacid de la superficie 1 a la subseqlient agregacio. Per aix0, aquesta concentracid
s’anomena concentracio critica d’agregacido (CAC). Quan aquests agregats es poden
descriure com un cor hidrofob recobert pels caps polars, o a la inversa, es parla de
micel-les. Aleshores, aquest procés d’agregacié s’anomena micel-litzacié i té lloc a la

concentracid micel-lar critica (CMC).
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Segons I’equacio d’absorcid de Gibbs'* (eq.2-1), el pendent de la corba y—log C just
abans de la CMC és proporcional a I' que és inversament proporcional a 1’area minima

. \ 2 . .
associada a cada molécula, A, (nm”) com mostren les segiients equacions:

( dy j:—nFRT Eq. 2-1
dinC
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Eq. 2-2

A, (nm2 / molécula) =
A

On la tensido superficial y (N/m) 1 la concentracio (C), en qualsevol unitat
(implicitament s’assumeix que el coeficient d’activitat és unitari o que no canvia amb la
concentracié de tensioactiu), es relacionen amb I’excés superficial I' (mol/m?), la
constant R (8.314 J-K''mol™), la temperatura de mesura T (K) i n que correspon al
nombre d’especies adsorbides (=1 per no ionics i n=2 per ionics 1:1). N4 és el numero

d’Avogadro.

L’activitat superficial d’una substancia es pot discutir en termes d’efectivitat en la
reducciod de la tensid superficial de I’aigua. Donat que la tensio superficial a la CAC és
practicament la minima que el sistema pot assolir, una mesura de ’efectivitat d’un

tensioactiu en la reducci6 de la tensid superficial és =YY, Coma refereéncia, un
producte es considera significativament tensioactiu quan la seva m_ . supera els 20

mN/m. Per tensioactius amb cadenes hidrofobes de tipus alquil de 6 o més carbonis, els

reductors de la tensid superficial més efectius (nQL\C més grans) son aquells que

aconsegueixen tenir una concentracid6 meés elevada a la superficie. Aix0 es pot
aconseguir reduint les forces de repulsio entre els grups hidrofils dels tensioactius, com
per exemple, en el cas dels compostos no i0nics amb caps polars petits o els compostos

zwiterionics. En tensioactius amb més d’un cap polar, la porcid entre caps polars tendira
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a situar-se plana sobre la superficie, augmentant I’area per molécula i conseqiientment,

disminuint I’efectivitat en la reduccio de la tensio superficial.

2.1.2 Autoagregacio

Els compostos tensioactius en solucid tenen la capacitat de formar agregats
supramoleculars tals com micel-les i cristalls liquids, responsables de la solubilitzacid
promoguda per tensioactius. La morfologia dels agregats formats depeén de I’estructura

. o 15
del tensioactiu, de la seva concentracio i de la temperatura .

Micel‘la: De tota la varietat d’agregats supramoleculars existents, les micel-les son les
estructures més senzilles i, en medi aquds, es caracteritzen per la formacié d’una
microfase on les cadenes hidrocarbonades del tensioactiu es situen cap a l’interior
micel-lar, mentre que els caps polars s’orienten cap a la fase aquosa. Aquestes
estructures micel-lars poden presentar una gran diversitat morfologica: esferes, cilindres,
el-lipsoides... , aixi com les corresponents estructures inverses en medi no aquds. La
forma de les micel-les depen de la longitud de la cadena hidrocarbonada, del volum de

la part hidrofoba i de 1’area ocupada pel grup hidrofil a la superficie de la micel-la.

La concentracid a partir de la qual comencga a produir-se el fenomen d’agregacié rep
el nom de concentracid micel-lar critica i és a partir d’aquest valor que algunes
propietats, tals com la tensid superficial, conductivitat electrica, propietats Optiques
(dispersi6 de llum dinamica, I’index de refraccié o index d’adsorcid), experimenten un
canvi brusc de tendencia en el seu comportament en augmentar la concentracio de

tensioactiu.
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Hexagonal Laminar Ciibic

Figura 2.2 Esquema dels principals agregats supramoleculars que poden formar els tensioactius
en soluci6'®.

Els cristalls liquids es poden definir com un estat d’agregacié intermedi entre 1’estat
solid cristal-li 1 I’estat amorf liquid. Els cristalls liquids en general es classifiquen en dos
grans grups: termotropics 1 liotropics. Els termotropics els formen aquelles molecules
que adquireixen 1’estructura de cristall liquid per accié del calor i el seu interés recau en

el camp electrooptic, com a sensors de temperatura i pressio, etc.

Els tensioactius tendeixen a formar cristalls liquids liotropics que requereixen, per la
seva formacid, la preséncia de dos components com a minim: un tensioactiu i un
solvent. La temperatura també juga un paper en la formacid dels cristalls liquids
liotropics 1 aleshores parlem de termoliotropisme. Els principals cristalls liquids

liotropics, es classifiquen en:

- Cristall liquid hexagonal: La fase de cristall liquid hexagonal esta formada per
agregats cilindrics de molecules amfifiles disposades en hexagons, que es troben
separats pel solvent, generalment I’aigua. Les principals propietats d’aquestes fases son

la viscositat alta, la transparéncia i I’anisotropia al ser il-luminats amb llum polaritzada.

- Cristall liguid laminar: La fase de cristall liquid laminar s’estructura en capes
bimoleculars de tensioactiu, separades per capes d’aigua, on les cadenes apolars queden
cap a l’'interior de la bicapa 1 la fraccid polar es situa cap a 1’aigua. Aquest estat és

sovint associat a concentracions elevades de tensioactiu. Aquestes estructures es
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caracteritzen per posseir una viscositat relativament alta, son lleugerament translicides 1
opticament anisotrops a la llum polaritzada (birefringéncia). Els cristalls liquids
laminars presenten un ordre tant de repeticio com de direccid, motiu pel qual formen
part dels cristalls liquids esmectics, a diferéncia dels nematics que només presenten

ordre en una direccio.

- Cristall liquid cubic: L’estructura de cristall liquid cubic és una de les més
complexes. Existeix una gran quantitat de microestructures que estarien incloses dins
d’aquesta categoria, bé com a empaquetament d’esferes o bé com a sistemes bicontinus.
Es caracteritzen per tenir una viscositat molt elevada, per la seva transparéncia i perque
son isotrops a la llum polaritzada. Tots aquests cristalls liquids liotropics poden
presentar també les seves corresponents estructures inverses, en funcié de la proporciod

de solvent present en solucid.

Altrament, com veurem a continuacio, les propietats tensioactives no son exclusives
dels compostos de baix pes molecular que fins a cert punt estan limitats pel que fa a

diversitat estructural comparat amb els tensioactius d’elevat pes molecular.

2.1.3 Tensioactius polimeérics

A finals del segle XX, I’emergencia de noves técniques de polimeritzacio radical
controlada possibilitaren la produccié de compostos d’elevat pes molecular. De la gran
diversitat de nous productes, destacaren alguns per la seva activitat superficial. Per
paral-lelisme amb els tensioactius classics de baix pes molecular, aquestes noves

. . N e 17
estructures s’anomenaren tensioactius polimerics .

Els tensioactius polimerics es classifiquen en funcié de la seva estructura molecular

en dos grans grups: Per una banda, els anomenats “poli(tensioactius)” o “polisoaps” es
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caracteritzen per tenir estructures formades a partir de la repetici6 d’un nombre elevat
d’estructures amfifiles unides covalentment. I per I’altra, els “macro(tensioactius)” o
polimers en blocs o modificats, on tota la macromolécula constitueix 1’amfifil amb una
o diverses parts estructurals que actuen com a hidrofil i amb una o diverses parts que

actuen com a hidrofobs.

Els polimers en blocs o modificats tenen un comportament en solucié analeg al dels
tensioactius classics, pero degut a I’elevat pes molecular, la naturalesa, la combinacid i
la distribucié dels seus fragments, el seu procés d’agregacid i les seves propietats
tensioactives poden variar substancialment. Entre les principals diferéncies trobem que
els tensioactius polimeérics exhibeixen, en general, coeficients de difusio i CAC

considerablement més petits que els seus homolegs de baix pes molecular'®.

Sovint ’activitat superficial dels tensioactius polimeérics resta limitada i en alguns
casos fins i tot anul-lada com per exemple el cas del copolimer dibloc fortament ionitzat
de poli(estire) i poli(estirésulfonat) que no té CAC en aigua'. La seva solubilitat depén
de la seva conformacié que en funcid de la flexibilitat de determinats fragments de la
macromolécula pot ser modificada per reduir la superficie de contacte amb el solvent
abans d’arribar a la superficie. Per contra aquestes particularitats dels macrotensioactius
propicien que en molts casos mostrin una extraordinaria habilitat per estabilitzar
sistemes dispersos per estabilitzacio esterica, o per estabilitzacid electrosterica. S ha vist
que la seva reduida mobilitat minimitza el problema de la desorcid, entesa com la
migracio del tensioactiu des de la superficie al si de la solucio, en comparacid als

tensioactius classics.

Si Dlestructura macromolecular del tensioactiu esta dissenyada per interaccionar
especificament amb determinades substancies insolubles com tensioactius o colorants

hidrofobs, la solubilitat d’aquestes substancies es pot augmentar considerablement?’.
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Per altra banda, mitjangant la modificacié de I’estructura del macrotensioactiu ¢&s
possible variar les seves propietats com agent escumant, especialment quan I’espuma

resulta un problema en aparells de bombeig o transport.

El principal problema que presenten comparat amb els tensioactius de baix pes
molecular és la seva solubilitat limitada. De fet, alguns tensioactius polimérics amb
grans fragments hidrofobics i/o fragments amb poca hidrofilia directament no es poden
dissoldre en aigua, necessitant ser dispersats via dialisi o altres meétodes. D’altra banda,
la dinamica dels sistemes micel-lars formats esta extraordinariament influenciada per la
temperatura de transicio vitria (Tg) dels fragments. Per exemple, copolimers dibloc que
contenen fragments insolubles amb Tg elevades com el poli(estire) (Tg~90°C) o el
poli(metilmetacrilat) (Tg~100-120°C) tendeixen a formar micel-les amb cors glagats. En
aquest cas, el sistema micel-lar esta “congelat”, per tant I’intercanvi micel-lar no té lloc,
veure ap. 2.1.2. En canvi, quan a I’interior de les micel-les hi ha fragments hidrofobs

amb Tg’s baixes I’intercanvi esta assegurat gracies a la seva mobilitat.

2.1.4 Polisacarids com a part hidrofila d’un tensioactiu polimeéric

Anualment es produeixen milions de tones de tensioactius’ la qual cosa ha fet
augmentar la preocupacié respecte al seu impacte sobre I’entorn. Avui dia, controls
sobre la biodegradabilitat en el medi ambient, la toxicitat en organismes marins i la
sostenibilitat del procés d’obtencid s’apliquen no només als tensioactius, sin6 a tots els

. 2
productes quimics en general“”.

Dins el camp dels tensioactius, la majoria d’experts considera que per tal d’abordar
aquest problema, I’explotacio de recursos naturals renovables €s una de les millors

opcions per tal de satisfer les noves demandes plantejades. Per bé que la derivatitzacio
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de greixos, olis i carbohidrats per produir una varietat de tensioactius diferents per un
ampli rang d’aplicacions té una llarga tradicid i esta ben establerta, la produccié de
tensioactius polimerics basats en recursos renovables a gran escala industrial és

. 2
relativament nova®.

Un tipus de tensioactius polimerics que han despertat un gran interés son els
polisacarids modificats hidrofobicament mitjangant cadenes alquiliques. Pertanyents al
grup dels polimers modificats tenen una estructura ABn, on A es la cadena de
polisacarid i B son les cadenes alquiliques unides a A. En particular, la forta adsorcid
de B sobre les superficies i ’elevada solvatacio de les llargues cadenes A, fan que
aquest tipus de tensioactius actui com a estabilitzant molt potent contra la coagulacié de
sistemes dispersos®’. Per altra banda, la interaccid dels polisacarids modificats
hidrofobicament en sistemes dispersos formats per tensioactius de baix pes molecular
s’han investigat intensivament les dues darreres décades amb especial ¢émfasi sobre els
sistemes formats per micel-les®. Per aixo els principals tipus de comportament fasic, les
forces subjacents i els efectes estructurals/reologics implicats han estat ampliament
elucidats. Sorprenentment, I’estudi de la interaccid de polimers modificats
hidrofobicament com ara el poli(etilenglicol), la poli(acrilamida), 1’hidroxietilcel-lulosa
o la carboximetilcel'lulosa amb sistemes vesiculars o liposomes ha rebut
comparativament molta menys atencid, tot i el seu potencial d’aplicacié en diferents
arees comercialment importants com la recuperaci6 de cru, 1’alliberament de farmacs o

.y R 2
la formulaci6 cosmética®.

Darrerament, els polisacarids modificats hidrofobicament han experimentat un intercs
creixent gracies a les seves propietats sostenibles addicionals com la baixa toxicitat i
’elevada biodegradabilitat respecte d’altres tensioactius®’. Polisacarids com

I’hidroxietilcel-lulosa®®, el mido®, el dextra™, el quitosa®’ o la inulina®’ ja es
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modifiquen industrialment, tot i que 1’s de grans quantitats de dissolvents organics
anhidres com el dimetilsulfoxid (DMSO), la piridina (Py) o la N-metil-2-pirrolidona
(NMP) que permeten dissoldre tant el polisacarid com el reactiu hidrofob, representa un

problema important.

Tenint en compte que els processos industrials de modificacié quimica de polisacarids
mouen tones de producte, les quantitats de dissolvent organic utilitzat supera en molts
casos les 3 o 4 tones per lot. Aquest fet, obliga a prendre unes mesures de seguretat per
la salut humana i el medi ambient que en molts casos acaba incrementant el preu del
producte final. La soluci6 ideal a aquest problema passa per dissenyar de nou el procés
d’obtenci6 en medi aquds, per bé que reemplagar 1’s de dissolvents organics per medis
aquosos aconsegueix reduir el cost, augmentar la simplicitat operacional i establir
mecanismes de seguretat ambiental passiva de cop, no és la solucié més facil. La solucio
que habitualment es proposa, es 1’adequacid de les instal-lacions amb la finalitat de
minimitzar els riscs del procés, la qual cosa suposa un cost addicional, no sempre

assumible per a productes amb valors afegits mitjans-baixos com aquests.

Donat que aquesta tesi doctoral es basa en I’obtencidé en medi aquds de tensioactius
polimerics basats en la inulina, els segilients apartats de la introducci6 es dedicaran a
proporcionar tota aquella informacid necessaria per a la caracteritzacié de sistemes
dispersos i relativa a la naturalesa dels polisacarids en general, i de la inulina en
particular. Finalment, es dedicara un capitol a les técniques sintétiques actuals que

utilitzen aquest polimer com a recurs renovable per la industria quimica.



24 INTRODUCCIO

2.2 CARACTERITZACIO DE SISTEMES DISPERSOS

La reologia és la ciéncia de la deformacid, incloent el flux, de la matéria. S’aplica
técnicament en un ampli ventall d’aplicacions industrials que van des de tot tipus de
formulacions farmaceutiques, cosmetiques 1 agroquimiques, a multitud de pintures, tints
1 recobriments, motllos de ceramiques, el control de la textura d’alguns aliments i

I’adequaci6 de les caracteristiques d’infinitat de detergents entre d’altres.

2.2.1 Diferéncies entre solids i liquids sota la influéncia del flux

L’any 1684, Newton formula una llei general pel comportament reologic de fluids. La
llei Newton-Stokes estableix que per un liquid newtonia, I’esfor¢ per unitat d’area o
(N/m?) és proporcional a la velocitat de la deformacid o gradient de cisalla 7 (1/s),

essent la viscositat, n (N-s/m?) la constant de proporcionalitat entre les dues variables:
o=nxy Eq. 2-3

Paral-lelament, Hooke proposa un llei que definia el comportament elastic d’alguns
solids, de manera que la deformacié aplicada sobre el solid era proporcional al esforg
aplicat (per deformacions petites), essent el modul elastic G la constant de

proporcionalitat:
F=-Kx = o=Gxy Eq. 2-4

En general, tant la viscositat newtoniana com el modul elastic son una mesura de la
resisténcia de la matéria a un canvi de posicio forcat dels seus elements de volum
(atoms, molecules, polimers, gotes, etc.). Per tant, les diferéncies entre la resposta

mecanica d’un solid o d’un fluid no es deuen tant per la “microestructura” dibuixada per



INTRODUCCIO 25

les forces d’interaccid com pel coeficient de difusio de les particules del sistema que

pels solids tendeix a 0.

Els fluids (no-newtonians) es caracteritzen per tenir una resposta mecanica semblant
als solids a deformacions petites 1 semblant als liquids a deformacions grans. Aquesta
propietat s’anomena viscoelasticitat 1 es pot caracteritzar de diferents maneres: (1)
tractant el fluid com si fos un solid: aplicant un esfor¢ i observant la velocitat de la
deformacio, (2) tractant el fluid com si fos un liquid: aplicant una deformacié i
observant la reaccid (esfor¢) en funcié del temps, o (3) aplicant un esfor¢ o deformacio
sinusoidal sobre el fluid i observant la resposta igualment sinusoidal del sistema.
Tipicament, el primer metode ens dona informaci6 de la resposta mecanica del sistema
en condicions de quiesceéncia (repos) on la estructura col-loidal esta poc afectada pel
moviment de les particules, en canvi, el segon métode ens doéna informacié de la
deformacio de la microestructura en condicions de no-quiesceéncia (moviment) a través
de parametres com el temps i la constant cinética de relaxaci6. Com que aquestes
condicions no sempre son facils d’assolir per coeficients de difusié molt elevats (fluids
molt viscosos), s’utilitza el tercer metode per distingir la component elastica de la

component viscosa del fluid.

Si representem la viscositat aparent m’, calculada com o/y, vs yd’un fluid

viscoelastic, s’obté un grafic com el de la Figura 2.3.
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Figura 2.3. Representacié de la viscositat aparent 1’ en funcié de la velocitat de deformacié,y
d’un fluid viscoelastic.

Com es pot observar, ° descriu un perfil amb dues regions on la viscositat ¢s
independent de ¥, 1 per tant es compleix la llei de Newton-Stokes. Ambdues regions les
separa una etapa de transicid on, per efecte de la cisalla, la microestructura inicial (regid
I) es va desgranant fins assolir un limit (regi6 II) definit per la relacid entre la velocitat
de cisalla i la difusivitat degut al moviment brownia de les particules del sistema™. Per
tant, quan 7 — 0 les interaccions particula—particula soén maximes la viscositat aparent
s’anomena viscositat a baixa cisalla n(0). En canvi quan la ¥ — oo, les interaccions

particula—particula sén minimes i la viscositat és comparable a la del medi.

2.2.2 Caracteritzacio reologica d’una dispersio.

El primer pas per entendre el comportament d’un sistema de particules dispersades en
., .- . . c, qe .34 C N
un medi, és conéixer la seva distribuci¢ dins el medi**. Per aix0, el parametre clau per

caracteritzar la microestructura €s la fraccié en volum, ¢=nxV,, on n €s el nombre de

densitat de les particules. Considerant les particules dispersades com a esferes rigides de
radi a el potencial d’interaccié en funcié de la distancia particula-particula V(r) sera el

representat a la Figura 2.4:
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V=00 r=2a
V=0;,r<2a

Figura 2.4 Model d’interaccié d’esferes rigides. Quan la distancia r entre dos centres de dues
particules és inferior a dues vegades el radi de la particula, el potencial de repulsié entre les dues
particules tendeix a infinit.

Utilitzant el model d’interaccid d’esferes rigides es pot descriure el comportament de
les particules dispersades d’un sistema en funcid de la fraccid en volum (o C) com es

mostra a continuacio,

1) De regim diluit a regim concentrat

El 1911, Einstein assumi que per fraccions en volum suficientment petites (¢ < 0.01),

les particules es comporten com a esferes rigides ja que el moviment brownia d’una
particula no influeix en el d’una altra. Aixi troba que eliminant la influéncia de les

molecules del medi (7, =7'/n, ) la viscositat es relacionava amb la fraccid en volum de

la segilient manera:

n, =1+2.5¢ Eq. 2-5

on 2.5 és la viscositat intrinseca [ n ] corresponent a una esfera rigida.
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Quan ¢2>0.01, la interaccions hidrodinamiques entre les particules esferiques

comencen a ser importants 1 a I’equacié d’Einstein, Batchelor li afegir un tercer terme
que tenia en compte la interaccid entre dues particules i un quart relacionat amb la

interaccid entre més de dues particules. De manera que per 0.01<¢<0.2, la viscositat
relativa d’un sistema d’esferes rigides amb interaccid hidrodinamica particula-particula

es la segiient equacio:

n, =1+25¢6+62¢> +04>  Eq.2-6

on 6.2¢° i 6p° son els termes hidrodinamics de segon i tercer ordre de ’equacio del

virial, respectivament.

2) Transicio de liquid a solid

L iguiic
9 Solid

@ criTICA ¢

Figura 2.5 Divergéncia de la viscositat en un sistema d’esferes rigides.
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A ¢>0.2,la 5, éstorna una funcidé complexa de ¢ i la dispersié passa de comportar-
se com un fluid viscés a un fluid viscoelastic. La corba 7,-¢ es pot determinar

experimentalment representant viscositat newtoniana (a la regio I o a la regid II, veure

Figura 2.3) en funci6 de la fraccié en volum.

La Figura 2.5 mostra com a mesura que ¢ s’aproxima a una fraccid en volum

criticag, la 7, dibuixa un comportament asimptotic que ¢s la principal caracteristica de

la transicié liquid-solid en sistemes col-loidals. Si considerem un model d’esferes
rigides monodisperses, és raonable pensar que la divergencia de la viscositat relativa

hauria d’apar¢ixer a ¢ entorn a 0.6, que correspon a la fraccié en volum en que les
particules s’estan tocant, aproximadament quan ¢—> ¢ 1. En aquestes condicions, la

distancia entre les particules es tan petita que les forces repulsives entre les particules
limiten el moviment entre elles. Aquest fenomen va ser descrit per Brady argumentant
que, per petites desviacions de 1’equilibri, la difusivitat de curt abast de les particules del
sistema era suficient com per relaxar la microestructura formada per les particules. Aixi,

’autor va trobar que:

70)

ny

7,(0) = ~(l-¢/¢.)7 Eq. 2-7

on la viscositat relativa a baixa cisalla (7, (0)) divergeix quan la ¢ s’aproxima a ¢,,
moment en el qual per efecte de la proximitat amb les altres particulesn, <<7'(0) per la
dissipaci6 del coeficient de difusio.

3) Efecte de les interaccions particula-particula en la transicio liquid-solid

La magnitud de les forces interactives entre les particules juga un paper molt
important en la transicié d’un estat desordenat (liquid) a un estat semi-ordenat (gel). En

particular, la presencia de forces repulsives de llarg abast com les repulsions
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electrostatiques, manté les particules separades unes de les altres. Pel fet d’interaccionar
a llarga distancia el seu comportament reologic €s equiparable al d’una esfera rigida de
radi superior, donant transicions liquid-gel a fraccions en volum més baixes. Per tant, la

fraccio el volum efectiu de les particules es veura incrementat de la segiient manera:

¢C _ Volumreal Eq. 2-8

Poer  Volum aparent

on ¢ é€s la fracci6 en volum aparent maxima observada i ¢,,, la fraccié en volum en

la transicio liquid-gel per esferes rigides és a 0.6.

Aleshores,
. 9 aY’
= Per esferes rigides carregades : alba Eq. 2-9

On, a és el radi real de la particula i ¢ el radi aparent o efectiu.

Un altre tipus de interaccid repulsiva que pot apareixer entre particules dispersades
son les interaccions esteriques. Aquest tipus de forces apareixen quan les particules
estan recobertes per una capa de tensioactiu. Per exemple, quan tensioactius polimerics
noidnics del tipus A-B, A-B-A o BAn son absorbits a la superficie de la particula, la
part hidrofoba fa la funcié d’ancora gracies a la seva gran afinitat a la superficie 1 la part
hidrofila exerceix d’estabilitzant. El gruix de la capa adsorbida ¢ es pot definir com
I’increment del radi real de la particula: donant com a radi aparent a*=a+9.
Aleshores, la repulsié succeeix quan la distancia entre superficies es menor a 20. En
aquests casos la relacid entre el gruix de la capa adsorbida (J) i el radi real (a ) es pot

trobar de la segiient manera:

¢ ‘ -3
= Per esferes rigides recobertes de tensioactiu no - ionic : 06 ~| 1+— Eq. 2-10
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2.2.3 Aplicacions de la dispersio de raigs X a angles petits (SAXS) a

P’elucidacio estructural de sistemes dispersos

Els meétodes de difraccié de raigs X es basen en la capacitat dels electrons d’actuar
com a ressonadors secundaris i dispersar els raigs X. La difraccid és deguda a les
interferéncies entre els raigs X dispersats per diferents electrons de la xarxa cristal-lina.
En aquest cas la longitud d’ona dels raig X dispersats no varia i unicament es produeix
si es compleixen determinades condicions geomeétriques que s’expressen en la llei de
Bragg®® segons la qual: “Existeix un refor¢cament pels raigs reflectits que emergeixen de
dos plans paral-lels diferents, sempre que la diferéncia en el recorregut pels dos raigs
sigui igual a un numero enter de longituds d’ona”. Aixi la condicid de reforcament ve

donada per :
d=2rn/q Eq. 2-11

on d ¢és la distancia entre plans, el nimero # és 1’ordre de reflexio i la ¢ és el modul

del vector de difraccio o dispersid que es calcula de la segiient manera:
4z .
q:751n49/2 Eq. 2-12

on O és I’angle de difraccid, i A la longitud d’ona de la radiacio.

Els raigs X es poden utilitzar en estudis de difraccio de cristalls, ja que la magnitud de
les seves longituds d’ona sén comparables a les distancies entre els plans formats per les
estructures dels cristalls. Un cas particular d’estudi son els cristalls liquids, on les seves
majors distancies entre plans es resolen gracies a la detecci6 de la difraccio de raigs X a
angle petit. En aquesta técnica, anomenada SAXS (Small Angle X-ray Scattering),
s’assumeix que la mostra conté petits cristalls en posicions aleatories. Per aixd, quan un

feix de raigs X monocromatic es col-lima sobre una mostra, [’espectre obtingut



32 INTRODUCCIO

correspon a la transformada de Fourier de la posiciéd dels electrons de la mostra i
presenta maxims coherents sigui quina sigui la longitud del vector ¢ i els seus vectors
reciprocs de xarxa cristal-lina. Quan la mostra irradiada no presenta plans paral-lels els
raigs X poden interaccionar amb les particules constituents de la mostra, sempre que la
mida d’aquestes sigui comparable a la longitud d’ona de la radiacid. Aleshores,
s’indueixen oscil-lacions dels electrons de la mostra que emeten ones secundaries en

totes direccions, fenomen que es coneix com a dispersio.

2.2.3.1 Modelitzacio

Per tal de resoldre les estructures periodiques dels sistemes formats per bromur de
didodecildimetilammoni (DDAB) 1 els derivats hidrofobs de la inulina (HMI), els
patrons de difraccié de les diferents mostres es van ajustar per minims quadrats® a
models emborronats numericament pels efectes de longitud 1 amplada del detector. La
intensitat de la dispersio es va calcular segons dos models diferents: (1) Un model de
lamines apilades amb un perfil gaussia i correlacié de Caillé sense restricci6 per aigua®’
1 (2) un model de cilindres en dues capes, tenint en compte la polidispersié introduida

via I’aproximaci6 de monodispersi6 local*®.

(1) En el primer cas, l’espectre correspon a una transformada de Fourier
unidimensional de les variacions de la densitat electronica perpendicular en un sistema
de les lamines apilades desordenades. En aquest cas la intensitat dispersada en funcid

del vector q es descriu per:

| @f st@))
1y Eq. 2-13
q

On, f{q) és el factor de forma que caracteritza la distribucio de la densitat

electronica,i s(g) el factor d’estructura que prové de la naturalesa de la xarxa cristal-lina
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del cristall liquid. Segons els métodes M.C.G*® (Modified Caillé Gaussian) la densitat
electronica es pot descriure per la suma de dues Gaussianes, representant el cap polar i

la posicio al centre de la bicapa (z), respectivament:

Y 2 2
p(2) = pey, + Py {exp{— (ZZf)J + exp(— (erz,;)H +pc exp(— ZZ 5 J Eq. 2-14

20y 20 oc

On, les densitats electroniques del cap polar p, i la cua hidrofoba p. es defineixen

en relacid a la densitat electronica dels metilens pCHzi la desviacid estandard o. Si

s’assumeix que les fluctuacions en la bicapa son independents dels reticle, el factor

d’estructura i el factor de forma poden ser tractats independentment. De manera que:
1 2 2
l(q)ochF(q)\ S(q)+ N|F(q) ) Eq. 2-15
q

On, N correspon al numero de bicapes o lamines apilades que indueixen la difraccid.

(2) En el segon cas de la simetria de cilindres finits en dues capes, la polidispersié de
les dimensions s’introdueix via ’aproximacié de monodispersié local®’. Aleshores
I’espectre correspon a una transformada de Fourier tridimensional de les variacions de la
densitat electronica entre un cilindre interior que representa la part hidrofoba i un
cilindre exterior que representa coberta hidrofila. On el factor de forma dels cilindres es

defineix per les equacions que es poden trobar a la referéncia.
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2.3 CARACTERISTIQUES GENERALS DELS POLISACARIDS

Els polisacarids son molécules d’elevat pes molecular constituides per la repeticid
d’unitats quimiques estructurals més simples connectades covalentment entre si per
enllacos glicosidics. Es divideixen en dos grans grups: els homopolisacarids que es
composen d’un sol tipus d’unitat de repeticid que pot ser un monosacarid, un disacarid
o, rarament, un trisacarid, i els heteropolisacarids amb diferents tipus 1 nombre de

sacarids.

2.3.1 Enllac glicosidic

En quimica, I’enllag glicosidic €s la unié covalent entre una molécula de carbohidrat i
una altra molécula que pot ser un carbohidrat o no. Com mostra la Figura 2.6, la unié O-
glicosidica té lloc gracies la substitucié del hidroxil (OH) de la funcié hemiacetal del
carboni anomeéric del carbohidrat (a la figura, de la -D-fructofuranosa) per un altre grup
OR (a la figura, a-D-glucopiranosa)*'. Com es pot observar, la desaparicié de
I’hidrogen de la funcié hemiacetal (carbonis C-1 i C-2) comporta un bloqueig de la
isomeritzacié entre les configuracions diastereoisomeriques o i B, coneguda com a
mutarotacié o epimeritzacio. Configuracido a €s quan la posicié del grup —OH del
carboni anomeéric (C-1) i del grup metilé (C-6) estan al mateix costat del pla de I’anell, i
B quan estan a diferent costat. La configuracid del enllag glicosidic adopta Ia
configuracié a o B, del carboni anomeric del sacarid de 1’extrem reductor que participa

del enllag (veure, Figura 2.6)
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Durant el procés biologic de construccid de la majoria de biomacromolecules com els
polisacarids, les proteines o els acids nucleics, la unié entre monomers implica
I’eliminaci6é d’una molécula d’aigua la qual cosa esta desafavorida termodinamicament.
La formacié d’aquest tipus d’enllagos només pot tenir lloc a la natura, gracies la prévia
activacié amb grups fosfat de les unitats monomeriques i a I’extraordinaria capacitat
catalitica dels centres actius d’alguns enzims. En particular, la formaci6 de I’enllag
glicosidic es du a terme en un enzim especific per cada classe d’unitat monomerica
(fructosa, glucosa,...), la qual cosa limita el tipus, perd no la quantitat, dels diferents
monomers de D’estructura del polisacarid. Per aquesta rad, resulta dificil trobar

polisacarids amb més de dues o tres unitats monomeriques diferents.

B-D-glucopiranosa a-D-glucopiranosa
OH Mutarotacio
dela 6_OH
H OOH glucosa 5
H o H OH
OH fp =—- 4 o|_||—| H 1
HO H 3 / Catalisi HO
H OH H OH Enzimatica H 3 02 “ }.Zn“?c_
+ P 0 gh;osmlc
i L no @D
HO OH Mutarotaci6 HO \ | )
de la
o fructosa
H HO Ja P ——
H OH OH
OH H

B-D-fructofuranosil-(2,1)-
o-D-fructofuranosa B-D-fructofuranosa a-D-glucopiranosid
(sacarosa, sucrosa o sucre)

Figura 2.6. Formacio de I’enlla¢ O-glicosidic (2 —1) de la sucrosa entre una molécula de p-D-
fructofuranosa i una altra de a-D-glucopiranosa catalitzada per enzims.

En condicions fisiologiques, l’enllag glicosidic és un enllag amb tendéncia a
hidrolitzar-se perd és suficientment metastable com per persistir durant llargs periodes

g e e . . . . )
de temps, a no ser que la seva hidrolisi sigui catalitzada per enzims o per acids ™. Per
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altra banda, 1’enlla¢ glicosidic pot suportar relativament bé la temperatura i, en general,
mostra una major resisténcia a processos oxidatius com la combustié si es comparen

amb la majoria de compostos sintetitzats a partir del petroli.

En resum, totes aquestes caracteristiques de 1’enllag glicosidic fan dels polisacarids
unes macromolécules extraordinariament funcionals que no en va constitueixen el

principal reservori d’energia dels essers vius.

2.3.2 Grau de polimeritzacio

Per un homopolisacarid, el grau de polimeritzacid (GP) és el nombre mig de
monomers que conté una cadena polimérica i1 s’obté de la relaci6 entre el pes molecular
mig de la cadena i1 el pes molecular del monomer. En general, els polisacarids, a
diferéncia de les proteines, no tenen un pes molecular Unic, sind que posseeixen una
distribuci6é de pesos moleculars. Aquesta depen, per una banda, dels multiples factors
que influeixen en el procés de construccié del polisacarid com el tipus d’organisme que
I’ha generat, les condicions meteorologiques i 1’época de la collita i per altra del
procediment d’extracci6 i fraccionament®. La distribucié de pesos moleculars es pot
determinar convenientment per técniques cromatografiques d’exclusid molecular o

d’intercanvi anionic entre d’altres.
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Figura 2.7. Distribucié esquematica de GP tipica d’un extracte de polisacarid (mescla A+B en
blau), resultat de la suma de dos polisacarids amb dispersions diferents (linies continues).

La Figura 2.7 ens mostra un exemple de distribucid esquematica d’un extracte de
polisacarid. Sovint, el perfil de distribucid (barres blaves) és el resultat d’una barreja
asimetrica de diferents grups de polisacarids amb dispersions diferents (linies continues)

que son dificils de separar degut a la semblanca de les seves propietats fisicoquimiques.

A la practica el GP mig s’anomena GP i la millor manera de calcular-lo és mitjangant

la mitjana ponderada:

GP= ZW,-M,- _ ZNI'M:'Z
2w 2N, M,

Eq.2-16

On N; és el numero macromolécules amb un nimero de monomers M; 1 w; el

coeficient de ponderacié relatiu al nimero de monomers totals.

El GP d’un polisacarid pot variar extraordinariament en funcié del tipus i 1’origen,
anant des de valors al voltant d’unes 12 o013 unitats d’alguns polisacarids vegetals, fins a

més de 2 000 000 en determinats polisacarid d’origen bacteria.
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2.3.3 Grau de ramificacio

El grau de ramificacid és el nombre de ramificacions per unitat monomerica. A la
natura, els polisacarids tendeixen a créixer formant llargues cadenes lineals amb un cert
nombre de ramificacions. En general, es consideren ramificats quan el seu grau de
ramificacid és superior al 5% 1 les ramificacions no acostumen a tenir més d’unes 25 o

30 unitats.

2.3.4 Comportament en solucio

Per caracteritzar el comportament en solucié de qualsevol polimer, és basic entendre
estructuralment el polimer. Com veurem a continuacio, parametres com el grau de
polimeritzacié (o pes molecular), el grau de ramificacié i la naturalesa de 1’enllag
quimic entre monomers sén determinants a 1’hora de condicionar les propietats en

solucié d’un polimer.

Es ben sabut que els polisacarids son el principal reservori energétic de la natura, perd
degut al seu comportament en solucié i la seva estabilitat també es poden trobar
realitzant funcions estructurals sols o bé units a altres biomolécules com per exemple
alguns peptids, proteines o lipids, involucrats en processos d’organitzacio,
reconeixement o proteccid cel-lular. La Taula 1 mostra el grau de polimeritzacid i el
tipus d’enllag glicosidic juntament amb les caracteristiques principals de les estructures
secundaries 1 terciaries i 1’activitat biologica associada d’alguns homopolisacarids més

abundants a la natura.
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Taula 1. Relacié estructura-activitat d’alguns dels polisacarids més abundants***5,

Homopolisacarid b Estructura Estructura
GP* Enlla¢ Activitat biologica
(sacarid) secundaria terciaria
Cel'lulosa Laminar Estructural
Elevat B (1=>4) Lineal poc flexible
(glucosa) (microfibres cristal-lines) (paret cel-lular)
Quitina Laminar Estructural
Elevat B (1=>4) Lineal poc flexible
(N-acetilglucosamina) (microfibres cristal-lines) (exosquelet)
Inulina Helix Reserva energética vegetal
Pocelevat B (2>1) Lineal flexible
(fructosa) (Agregats globulars) (fructosa)
Amilosa Helix Reserva energeética vegetal
Moltelevat o (1>4) Lineal flexible
(glucosa) (Agregats globulars) (glucosa a llarg termini)
Amilopectina a(1>4) molt Cabdell Aleatori Reserva energetica vegetal
Molt elevat
(glucosa) o (6€1) ramificada (Hidrocol-loide) (glucosa a curt termini)
Glicogen a(1>4) molt Cabdell Aleatori Reserva energetica animal
Molt elevat
(glucosa) o (6€1) ramificada (Hidrocol-loide) (glucosa a curt termini)

* GP: Classificacio en funci6 del grau de polimeritzacié mig (GP) indicat en Unitats de Monosacarid Anhidre (UMA): Molt
elevat: més de 20 000 ; Elevat: fins a 20 000 ; Poc elevat: fins a 200. ° o o B, indiquen la configuracio del enllag; els nimeros, la

situacio dels carbonis que participen en I’enllag on el primer és I’extrem reductor.

Com es pot comprovar, la influéncia d’aquests parametres estructurals en les
propietats finals es molt important. Per exemple, la insolubilitat de la cel-lulosa es pot
explicar pel fet que és un polimer lineal format per un elevat nombre de D-glucoses (p3-
D-glucopiranosa) unides per enllacos glicosidics P(1—4) que estabilitzen la
conformacid simetrica (cadira) de I’anell piranosa (glucosa). Aquesta conformacio de la
glucosa redueix la flexibilitat de 1’anell, 1 per extensio la de tota la cadena. Aquesta
rigidesa fa que la cadena tendeixi a agregar-se amb d’altres molecules de cel-lulosa com
ho faria una moleécula amfifila. Com a resultat es formen el que es coneix com a
microfibres cristal-lines de la cel-lulosa, que no sén res més que lamines formades per
cadenes de cellulosa col-locades unes a sobre de les altres. Per altra banda, la

configuracié B(1—4) és irreconeixible pels enzims de cel-lules animals, fet que
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explicaria per que aquest tipus de polisacarids com la cel-lulosa o la quinina, acostumen
a formar part de 1’estructura de molts organismes conferint la proteccié necessaria front

a possibles depredadors.

El mido, format per cadenes d’amilosa (lineal) i amilopectina (ramificat), sén cadenes
de glucosa unides per enllacos a(1—4) més flexibles que els enllagos B(1—4) de la
cel-lulosa. Aquest fet permet que per exemple 1’amilosa modifiqui la seva conformacio
en solucid aquosa formant llargues helix, on fins i tot és possible dissoldre-hi
substancies hidrofobes*’. Si bé encara no esta clar el mecanisme, aquests polisacarids
més flexibles (com el mid6 o la inulina) acostumen a augmentar espectacularment la

seva solubilitat a partir d’'una temperatura determinada.

Quan un polisacarid conté un elevat nombre de ramificacions, aquestes impedeixen la
seva agregacio ordenada amb altres cadenes i per tant la modificacio de la seva
conformacié en solucio. Tipicament, aquest tipus de polisacarids formen cabdells
aleatoris que resten en un estat semi-soluble fortament hidratat. Des d’un punt de vista
funcional, ’elevat grau de ramificacidé és aprofitat per les cél-lules per disposar de
glucosa rapida a curt termini, ja que aquests polimers disposen de nombroses glucoses
terminals a punt de ser utilitzades. Els casos més representatius son 1’amilopectina (mdn

vegetal) i el glicogen (m6n animal).

Darrerament, la utilitzacié de polisacarids amb enllagos B(1—4) (cel-lulosa, quinina)
en substitucié dels polisacarids amb configuracid6 o (principalment, el midd), ha
esdevingut un important repte per poder explotar la biomassa com a recurs renovable

sense interferir amb els usos alimentaris habituals dels primers®.
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2.4 LA INULINA, UN POLISACARID NATURAL

Tot 1 que el mido és la principal reserva energetica vegetal, els fructans, entre ells la

inulina, es formen en moltes plantes com a reservori de carbohidrat alternatiu o

complementari al mido

49
de sequera™ .

47,48

en condicions d’estres, d’aclimatacié al fred o en €poques

Tl helenium

Dahiic pinnata cav

Helianthus tiberosus

Chicorium intybus

Figura 2.8 D’esquerra a dreta, les principals fonts naturals d’inulina: A) Inula helenium, la
primera font d’inulina descoberta; B) Dahlia pinnata cav; C) Helianthus tuberosus; D) Chicorium
intybus, la primera font d’inulina industrial.

L’any 1804 la inulina va ser aillada de la Inula helenium (Figura 2.8a) per Rose™, un

cientific alemany. Perod va ser mes tard quan, Thomson®' va usar el nom d’inulina per

primer cop I’any 1818. Sachs™, un fisidleg alemany pioner en la recerca de fructans, va

detectar inulina en tubercles de la Dahlia pinnata cav (Figura 2.8b), d’aqui el seu altre

nom, dalina. També va trobar inulina a la pataca (Helianthus tuberosus, Figura 2.8c) i a

la xicoira (Chicorium intybus, Figura 2.8d) despreés de la precipitacid en etanol. Més

endavant, es confirma la preseéncia d’inulina en moltes altres plantes comercials
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importants com per exemple els alls 1 les cebes de la familia de les Liliacees, el blat i la
civada de les Poacees aixi com, la xicoira i1 la carxofa de Jerusalem ambdos de les

Asteracees.

2.4.1 Estructura quimica

A finals dels segle XIX, els primers intents de caracteritzaci6 de la inulina revelaren
que els hidrolitzats d’inulina extreta de plantes, consistien majoritariament en quantitats
de fructosa amb petites quantitats de glucosa™>***. Entre 1928 i 1932, el guanyador del
premi Nobel, W. N. Haworth va portar a terme extensos estudis de 1’estructura de la
inulina 1 els seus derivats. El seu grup va concloure que la inulina consistia
aproximadament en 30 unitats de fructosa, unides a través dels carbonis 1 i 2, amb

56,57,58,59

petites quantitats de glucosa . Perd no va ser fins I’any 1950 que es va confirmar

que la unitat de glucosa no era un contaminant, sin6 que formava part de la molécula

d’inulina”.
HOH,C
HOH,C
HO
HO
HO OH
Ho OH
oH CH
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Figura 2.9. Estructura quimica de la inulina composta per les formes GFn i Fm. Les lletres G i F
representen les unitats monomériques de a-D-glucopiranosa (terminal) i de B-D-fructofuranosa,
respectivament, el niimero de les qual s’indica amb les lletres n i m.
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Finalment, es va confirmar que la inulina té¢ una estructura majoritariament no
ramificada i consisteix principalment en m unitats de f(2—1) fructosil (F,,), 1 sovint,
perd no sempre, amb una glucopiranosa al terminal reductor (GF,). Les molécules de
fructosa en la forma GF, es troben en la forma furanosa (anells de 5) i només en les

formes F,, 1’extrem reductor es troba en la forma piranosa (anells de 6) *'-%

. La Figura
2.9 mostra ’estructura quimica de la inulina. La proporcié de ramificacions unides per
enllacos f(2—6) a la cadena d’inulina provinent de la xicoira i la dalia esta entre un 1-

2% i un 4-5%, respectivament®. A partir d’un 5% de ramificacions, el fructa canvia de

nom i s’anomena leva.

Com s’ha indicat a la introduccio, els polisacarids soén polimers amfifils i com a tals,
tendeixen a ajustar la seva configuracié per tal de reduir 1’area de contacte amb el
solvent. La mobilitat de I’enllag B(2—1) entre les fructoses afavoreix un cert
replegament de 1’estructura de la inulina. L’estudi en profunditat de 1’estructura
cristal-lina de la inulina mitjan¢ant diferents models s’ha realitzat recentment. La
difracci6 raigs X de mostres solides en pols mostra que la ceél-lula unitaria de la forma
hidratada (una molécula d’aigua per unitats de fructosil) cristal-lina polimorfica és
ortorombica i la forma semi-hidratada (mitja molécula d’aigua per unitat de fructosil) és
pseudo-hexagonal polimorfica ®* o ortorombica® consistent en dues hélix antiparal-leles
de 6 unitats cada volta. Tot i aix0, altres autors suggereixen una estructura d’helixs de 5
unitats per volta. L’analisi en solucid d’oligomers amb GP = 5, mostra que la
conformacié predominant és una helix simple, perod en oligdmers més llargs aquesta ja

no és possible degut a interaccions estériques®.

Els fructans provinents de plantes son polisacarids petits i rarament superen les 200
unitats de fructosa. El grau de polimeritzacié de la inulina vegetal varia entre 2 i 70

unitats de fructosa i depén de multiples factors com el tipus de planta, la meteorologia
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de la zona durant el creixement de la planta, I’¢época de la collita 1 I’edat de la

planta®”-%®,
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Figura 2.10. Comparativa dels cromatogrames corresponents a inulines provinents de la dalina
(a dalt) i la xicoira (a baix) de Sigma obtinguts mitjancant un sistema cromatografic Dionex (High
Pressure Anionic Exchange Chromatography (HPAEC) acoblat a un Pulsed Amperometric
Detector (PAD)®.

La principal font d’inulina per a la producci6 industrial son les arrels de la xicoira, de
la dalina i les carxofes de Jerusalem les quals proporcionen fructans amb un grau de

polimeritzacié mig de 10-14, 20 i 6, respectivament’°. L’analisi de la distribuci6 de la
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inulina es duu a terme normalment amb un cromatograf d’alta pressido d’intercanvi

anionic (HPAEC) acoblat a un detector de pulsaci6 amperometrica (PAD).

La Figura 2.10 mostra els cromatogrames Dionex de la inulina provinent de la dalina i
de la xicoira. En general, es pot apreciar que la dispersid de graus de polimeritzacié (DP
al grafic) d’ambdues inulines presenta un perfil molt semblant, encara que I’espectre de

la xicoira a GP baixos es una mica més intens que el de la dalina.

Si es necessari, 1’extracte d’inulina es pot fraccionar per obtenir inulina de GP
superior mitjancant metodes fisics d’ultrafiltracid, cristal-litzacions especifiques de
solucions aquoses o per precipitacié en mescles aquoses de metanol, etanol o acetona’'.
La pols final d’inulina conté tipicament una quantitat de monosacarids (glucosa, sucrosa

i fructosa) inferior al 5% (p/p)”>.

A la natura, els fructans no sén exclusius de les plantes, doncs també se’n poden
trobar en microorganismes. Els bacteris sintetitzen un fructa del tipus leva que té un GP
entre 10 000 1 100 000 i un 15% dels enllagos sén del tipus f(2—6). Una de les especies
bacterianes que produeixen fructans del tipus inulina son els Streptococcus mutans, un

patogen implicat en la caries dental”

. Recentment, s’han desenvolupat técniques
d’enginyeria genética que fan possible la sintesi enzimatica in vitro’" de polisacarids
mitjangant metodologia enzimatica. En particular, després de fusionar la fructosil
transferasa de 1’Streptococcus mutans amb la proteina d’unié a la maltosa de
[’Escherichia coli, es poden obtenir fructans del tipus inulina d’elevat pes molecular i

monodispersos”>*"°.
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2.4.2 Propietats fisicoquimiques

Segons la Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry’’, 1a inulina provinent de
la xicoira s’anomena inulina estandard i s’obté com una pols blanca, inodora, de puresa
elevada i composicié quimica coneguda. Es moderadament soluble en aigua (al voltant
d’un 10 % a temperatura ambient) la qual cosa permet la seva incorporaci6 en sistemes
aquosos sense precipitacio. La viscositat de la inulina en soluci6 és 1.65 mPa-'s (1.3
mPa-s per ’aigua) a 10 °C, en concentracions del 5% (p/p) de materia seca (m.s.) 1 100
mPa's per concentracions del 30% (m.s.). La inulina estandard dissolta en aigua
exerceix un petit efecte sobre el punt de congelacio 1 d’ebullicio (per exemple, un 15%

(p/p) d’inulina disminueix el punt de congelaci6 0.5 °C).

La inulina presenta propietats gelificants i forma particules de gel després d’un esforg
de cisalla a elevades concentracions (per exemple, un 25% (p/p) per la inulina

estandard, 1 superiors al 15% (p/p) per inulines de cadena més llarga).

En condicions acides, els enllacos P(2—1) entre unitats de fructosa poden ser
parcialment hidrolitzats originant fructosa lliure. La inulina és estable en medis amb pH
> 4, encara que, a valors de pH més baixos, la hidrolisi es limita a menys del 10% si els
productes tenen un contingut en materia seca (m.s) superior al 70% o estan

emmagatzemats a temperatures baixes (< 10°C).

2.4.3 Obtencio industrial i aplicacions

Industrialment, la inulina s’extrau de les arrels de la xicoira (Figura 2.8d) i el
principal productor europeu és Belgica amb aproximadament 8 000 ha, dedicades al
cultiu de la xicoira. El segon productor és Holanda amb 4 700 ha, i al darrere paisos

com Espanya, Bulgaria o la ex-lugoslavia dediquen menys de 50 ha al cultiu de la
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xicoira”™. La produccié d’arrels de xicoira estd al voltant de les 40 ton/ha, les quals
rendeixen aproximadament entre un 15-16% d’inulina. Tot i aixo s’ha demostrat que el

contingut d’inulina pot variar en funci6 de la climatologia i 1’¢poca de collita”.

La produccio6 industrial de la inulina va comengar als anys 80, quan els processos
industrials d’extraccio i hidrolisi van fer possible 1’obtencié del xarop d’inulina, el qual
té un elevat poder edulcorant gracies a 1’elevat contingut en fructosa (80%). Tanmateix,
la industria de I’alimentacié també utilitza la inulina nativa i1 els seus derivats
d’oligofructosa per les seves qualitats nutricionals i dietétiques, per aixo esta present en
un ampli ventall de productes alimentaris com a fibra dietética®, en 1’alimentaci6 de
pacients diabétics 1 com a substitut de greixos en salses, gelats, patés, formatges i/o

. . <. . . L 81,82
pastisseria gracies al seu baix contingut caloric®' .

També s’han descrit importants efectes beneficiosos de la inulina en el camp de la
medicina®. S’ha demostrat que una dieta basal (minima per mantenir un funcionament
normal) de ratolins consistent en un 15% d’inulina, inhibeix significativament el

84,85

creixement de tumors en el rosegador®”™®, especialment els tumors mamaris® i en els

de colon®’.
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25 LA INULINA COM A RECURS RENOVABLE PER LA

INDUSTRIA QUIMICA

L’us de la inulina com a recurs renovable va comengar cap als anys 90, quan a partir
de metodes de degradacié i de modificacid quimica ja coneguts per altres polisacarids
importants com el midé o la cel-lulosa es comencaren a aplicar a la inulina. Des
d’aleshores, 1’obtencié de productes derivats de la inulina per la industria de quimica
fina i de polimers ha evolucionat considerablement, oferint una gran varietat de

possibilitats com a substitut del petroli en la industria quimica®™.

2.5.1 Degradacio de la inulina

Com mostra la Figura 2.11, a partir de la inulina es poden obtenir derivats de baix pes

molecular de gran utilitzacid.

Entre els més importants, cal destacar-ne 1’etanol, 1’acetona, el butanol 1 el 2,3-
butandiol que s’obtenen a través de processos de fermentaci6 (Figura 2.11a) **. Tambg,
de la hidrogenolisi catalitica en condicions alcalines es poden obtenir una varietat de
poliols com I’etilenglicol, el 1,2-propandiol i el glicerol (Figura 2.11b) de gran interés™.
A partir de la hidrolisi acida de la inulina s’obté la D-fructosa (Figura 2.11c¢), que pot ser
convertida per deshidrataci a hidroximetilfurfural (HMF) (Figura 2.11c’)’!, métode
molt utilitzat en industries de fragancies, tints, cristalls liquids, farmacs, adobs,
polimers, tensioactius i solvents entre altres. A partir de la D-fructosa es poden obtenir
B-alquil-D-fructosids per alquilacié seguida d’una hidrogenolisis catalitica (Figura

2.11¢”’) *. Per bé que els métodes de degradacié de la inulina sén part important en la
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utilitzaci6 de la inulina com a recurs renovable, aquests estan fora de I’ambit d’aquest

treball 1 no seran descrits en més detall.
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Figura 2.11 Derivats de baix pes molecular més importants obtinguts a partir de la degradacié6 de

la inulina.

2.5.2 Modificacié quimica de la inulina i aplicacions

En els ultims anys la utilitzaci6 de la inulina com a material de partida per a la
obtenci6 de polimers amb usos especifics no alimentaris ha despertat un gran interés per
la bona biodegradabilitat de la inulina i per la seva condicié de material renovable®.

Malgrat que la inulina estandard es pot usar directament en formulacions cosmetiques o
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farmaceutiques com a espessant i/o estabilitzant, la modificaciéo quimica d’aquest fructa
ha incrementat espectacularment les possibilitats d’aquest polimer donant lloc a uns
polimers industrials de gran funcionalitat respecte els productes tradicionals derivats del

petroli.

La modificacié quimica de la inulina es basa en el fet que les propietats d’un polimer
es poden alterar, variant les caracteristiques quimiques dels seus monomers. Mitjancant
reaccions quimiques sobre alguns monosacarids, es poden introduir segments
estructurals amb una determinada carrega electrica o residu hidrofob que permet dotar el
polisacarid d’unes propietats amb un rang molt ampli d’aplicacions. L’any 2001, les
aplicacions potencials de la inulina modificada i els seus processos d’obtencid van ser
revisats per Stevens et al.’>. La Figura 2.12 mostra les principals rutes de modificacié

quimica de la inulina.

aH H
b hkdroea buil dters dlinuling aiguiizarbamats dinaling
o HsC
R=0Cy-Coo LA Base WMF .~ _ HC
o . o - Baze, HMP R M=C=0 ;
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‘F\ o
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k/o HO !
o o
[u} u}
H CHg
oog
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Figura 2.12. Principals rutes de modificacié quimica de la inulina
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2.5.2.1 Modificacio anionica

Industrialment, la introducci6é de carregues negatives a 1’esquelet de la inulina per
oxidacid selectiva del diol (C-3,C-4) dels anells fructosid permet obtenir la inulina
d’anell obert o dicarboxiinulina (DCI) en un pas (Figura 2.12-1) 94.93-96 1 °oxidaci6 en
medi aquds utilitza hipoclorit sodic en preséncia de bromur sodic per augmentar la
velocitat de reaccid. Els millors resultats s’han obtingut realitzant 1’oxidacié a pH
superior a 10, ja que d’aquesta manera s’evita la desproporcié (o dismutacid) dels

reactius que tenen lloc a pH 7 per I’hipoclorit i a pH 9 per I’hipobromit. Degut a la

hidrolisi de la inulina, la reaccid no es pot dur a terme per sota de pH 7.

Quan s’introdueixen carregues negatives, la inulina modificada ¢és capa¢ de
complexar metalls, la qual cosa permet la seva utilitzaci6 com a modificador de la
cristal-litzacio dels seus Oxids, com per exemple la cal¢. La inulina oxidada adquireix
unes propietats excel-lents com a agent segrestant d’ions calci (2.0-2.5 mmol de Ca™/g)
comparables amb les dels productes comercials (poli(acrilat)) 1 superiors als productes
preparats a partir del mido o la cel-lulosa®’. L’activitat complexant de la inulina oxidada
mostra una relacid lineal amb el grau d’oxidacio de la inulina que s’atribueix a la

capacitat unica de la fructosa oxidada per formar enllacos de coordinacié’.

Tanmateix, la introduccié de grups carboxilat també es pot dur a terme per reaccio de
carboximetilacié amb 1’acid monocloroacetic per obtenir la carboximetilinulina (CMI)
(Figura 2.12-2)”. La inulina es carboximetila per escalfament d’una solucié aquosa amb
acid monocloroacetic en preseéncia d’un excés d’hidroxid sodic. Altre cop en medi
aquds, la competicid entre la carboximetilacié 1 la hidrolisi del acid monocloroaceétic a
I’acid glicolic, provoca una disminuci6 del grau de carboximetilacid. Per aquesta rad,

les millors condicions de reaccidé només transformen el 42 % del monocloroacéetic en
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CMI'?. A diferencia de la carboximetilacié del mido que succeeix majoritariament al
carboni C-2 de la glucosa, respecte les posicions C-3 i C-4, la carboximetilacio de la
inulina no €s una reaccié selectiva i, ni la temperatura ni la concentracié de la mescla de

«y . . . - 101
reaccié influeixen en la substitucio !,

Pel que fa a propietats en solucio, la CMI és un bon inhibidor del procés de
cristal‘litzacié del carbonat calci, inclus a molt baixes concentracions (5-200 ppm)'%*
gracies a I’habilitat del polimer de situar-se a la superficie del cristall. El seu menor pes
molecular respecte els derivats del midé i la cel-lulosa, fa que la seva viscositat en

solucid sigui menor, la qual cosa amplia el seu rang d’aplicacions.
2.5.2.2 Modificacio cationica

Quan s’introdueixen carregues positives, la inulina adquireix propietats desinfectants 1
també pot ser utilitzada en formulacions de suavitzants pel cabell. L’estructura
policationica dels polisacarids els fa especialment interessants per la major solubilitat,
una baixa viscositat i una major biodegradabilitat que els polisacarids cationics coneguts
com per exemple el quitosa. A part de les aplicacions comentades anteriorment,
s’utilitzen industrialment com a superabsorbents d’aigua i de solucions salines'®, i com
a floculant 1 inhibidors de corrosio (en substitucid de triclorur d’alumini, AICls) en el

* entre altres 1, a nivell de recerca, s’ha comencgat a

procés de fabricacié de paper'’
estudiar la seva valua en el desenvolupament de biomaterials basats en la utilitzacié de

polisacarids cationics com agents d’alliberacié d’ADN'?.

Es pot obtenir inulina cationica per introduccié de grups nitrogenats en forma de
grups amoni quaternari o les amines primaries, secundaries o terciaries (clorhidratades
en medi acid) (Figura 2.12-6)'*. S’han patentat diferents modificacions cationiques

utilitzant reactors d’extrusio en condicions basiques 1 molt baix contingut de dissolvent,
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utilitzant diferents reactius com N,N,N-tris(2-cloretil)amina, N,N,N-tris(3-cloro-2-
hidroxipropil)amina, trialquilamonietil-2-cloro-etil ¢&ter, aziridines substituides, 2-
dialquilamino-3-halopropionamida, acid 2-dialquilamino-3-halopropionic, i 4-cloro-1-
metilpiperidina, solucionant en part, ’impacte ambiental associat a 1’us de dissolvents
organics. Aquestes reaccions es duen a terme a temperatures entre 30 1 150°C. Despres
de la reaccid, la mescla es neutralitza amb 1’addicié d’una solucid acida. Finalment, el
producte final es purifica de sals mitjancant técniques com 1’electrodialisi, la

nanofiltracid, o la precipitacio en alcohol.

2.5.2.3 Modificacio hidrofobica

A principis de la década passada, la modificacié hidrofobica de la inulina dona com a
resultat uns productes amb propietats interficials interessants. Estudis amb més

profunditat de les aplicacions revelaren unes bones propietats com a potents

7

estabilitzadors de sistemes dispersos'”’ com ara emulsions oli en aigua'®®, films

% o farmacs poc solubles en aigua''', entre d’altres. Degut al seu

liquids'®, latexs''
origen natural oferien la possibilitat de competir directament amb els tensioactius

polimerics derivats del petroli per a un mercat cada cop més sensibilitzat amb el medi

ambient.

lauril carbamat d'inulina

Figura 2.13. Estructura del lauril carbamat d’inulina, comercialitzat amb el nom Inutec® SP1.

La Figura 2.13 mostra un exemple de derivat amfifil de la inulina comercialitzat amb

el nom Inutec® SP1 i protegit per I’empresa Orafti Non-Food de Bélgica, actualment
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Beneo Bio Based Chemicals. L’Inutec® SP1 (InSP1) és un tensioactiu poliméric no
10nic derivat de la carbamoilacid de la inulina de la xicoira amb cadenes hidrofobes de

dodecilisocianat.

Els derivats amfifils de la inulina es poden obtenir per substitucié nucleofila directa
dels hidroxils de la inulina. La majoria de reaccions industrials es duen a terme en
preseéncia de dissolvents organics anhidres (DMSO, Py, NMP, etc.) que poden dissoldre
perfectament tant la inulina com el reactiu hidrofobic. La Figura 2.12-3,4 i 5 mostra tres
rutes sintetiques diferents per a la introduccio de residus hidrofobs; la ruta 3, per
reaccions d’esterificacio utilitzant clorurs d’acid, anhidrids o alquilmetilesters''>'"; la
ruta 4, per eterificaci6 amb 1,2-alquilepoxids''®; i la ruta 5, per carbamoliacié amb

ey . 1 . . . . ., ..
alquilisocianats’'. L’abséncia d’aigua en el medi de reaccié de la majoria d’aquestes

reaccions, permet I’obtenci6 dels productes desitjats de forma quantitativa.

Les propietats dels derivats hidrofobs d’inulina depenen, basicament, del grau de
polimeritzacio (GP), del grau de substituciéo (GS) dels hidroxils de la inulina i de la
longitud de les cadenes hidrofobes. En principi, una inulina estandard amb un GP igual
a 25 ha de tenir un GS entre 0.05 i 0.50 per tenir propietats tensioactives. Si la cadena és
prou hidrofoba, a GS superiors a 0.5 el producte comenga a no ser soluble, la qual cosa
en dificulta la seva aplicacid. Per sota de 0.05, la hidrofobicitat no €s suficient per donar

caracter amfifil al polimer.

A continuaci6 s’exposen els objectius de la present tesi doctoral amb titol: “Obtencio

de tensioactius biopolimerics basats en la inulina en medi aquos”.
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3 Objectius

L’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral va ser 1’obtencid en aigua de tensioactius
polimerics basats en la inulina i la seva caracteritzacid. Aquests tensioactius que
anomenarem HMI (Hydrophobically Modified Inulin) van ser sintetitzats per
modificacié hidrofobica del biopolimer inulina. Aquest objectiu s’emmarca dins dels
principis de la quimica verda en aspectes com 1’eliminacio de dissolvents organics, 1’us
de materies primeres renovables, la reduccid dels passos de reaccid i1 ’obtencid de

productes més eficients i segurs pel medi ambient.

La modificacié hidrofobica de la inulina [1] s’havia de dur a terme mitjangant
reaccions quimiques d’eterificacio amb 1,2-alquilepoxids [2] 1 d’esterificacié amb
anhidrids de I’acid alquenil succinic [4] sobre els hidroxils de la inulina en medi basic

aquds. Tal 1 com s’indica a continuacio:

1) Eterificacié amb 1,2-alquilepoxids,

O Base |
GFNOM + H,C-CH-R —— GFn{OCH,-CH-R)
o p GS
H,0
1 2 3

R: Ph i alquil de C4a Cy,
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2) Esterificacié amb anhidrids de I’acid 2-alquen-1-ilsuccinic,

o)
| ﬁ)
Base
GFnOH + o\/ “CH-CHyp-CH=CH—R ———» GFn{OfC-(IZH-CHszH:CHfR)GS
H,0
1 C—CH, 2 HC
4 COOH
4 R: Alquil de C, a C,

Els diferents B-hidroxialquil éters d’inulina [3] proposats van ser el B-hidroxi-3-
fenoxipropil (InPGE), el B-hidroxi-3-[Cs-Cjglalcoxipropil (InCg/;¢GE), el B-hidroxioctil
(InECs), el PB-hidroxidodecil (InEC;;), el P-hidroxitetradecil (InECy4) 1 el B-
hidroxioctadecil (InEC;3g) 1 el el B-hidroxi-[Cy4-Cpglalquil (INECy4/8) €ters d’inulina. 1
respecte als 2-alquen-1-il succinats d’inulina [5] van ser el 2-octen-1-il (InOSA) 1 el 2-

dodecen-1-il (InDDSA) succinats d’inulina.

El GS dels respectius B-hidroxialquil eters d’inulina i 2-alquen-1-il succinats d’inulina
havien de ser entre 0.05-0.5 1 les cadenes alquiliques havien de ser preferiblement
lineals 1 tenir un nombre de carbonis igual o superior a 6, per tal de que els productes

finals tinguessin propietats tensioactives.

Per assolir aquest objectiu principal, fou necessaria la consecucid dels segiients

objectius parcials que conformen el pla de treball:

1.- Sintetitzar B-hidroxidodecil éters d’inulina [3] en NMP anhidre en preséncia de

catalitzadors basics com a estat de 1’art previ per obtenir un producte de referéncia ben

caracteritzat.

2.- Dissenyar els processos quimics d’obtencio en medi aquods de B-hidroxialquil eters

d’inulina [3] 1 de 2-alquen-1-il succinats d’inulina [5]. Aquest disseny es va basar en

I’estudi de la influéncia dels parametres de reaccid sobre 1’eficiéncia de reaccio,
estimada a partir de la caracteritzacié estructural per ressonancia magnetica nuclear de

proté (RMN-'H) del producte final purificat. Els parametres van ser: a) El tipus i



OBJECTIUS 57

quantitat de catalitzador; b) La temperatura de reaccid; ¢) La concentracié d’inulina i

reactius; d) La polaritat del medi de reaccio; e) la hidrofobicitat de la cadena del reactiu

3.- Dissenyar els processos quimics d’obtencié en medi aquds en presencia de

tensioactiu de PB-hidroxialquil éters d’inulina [3] i de 2-alquen-1-il succinats d’inulina

[5] de cadena llarga. Aquest disseny es va basar en l’estudi de la influéncia dels
parametres de reaccid sobre [I’eficiencia de reaccio, estimada a partir de la
caracteritzaci6 estructural per RMN-'H del producte final purificat. Els parametres van
ser: a) El tipus i quantitat de catalitzador; b) La temperatura de reaccio; c) La
concentracio d’inulina i reactius; d) La polaritat del medi de reaccid; e) la hidrofobicitat
de la cadena del reactiu; f) i el tipus 1 quantitat de tensioactiu present en el medi de

reaccio.

4.- Realitzar la caracteritzacio fisicoquimica del comportament en solucid dels

diferents productes sintetitzats en base a la solubilitat, I’activitat superficial, la viscositat
i el poder estabilitzant d’emulsions oli en aigua per tal de poder determinar la seva
idoneitat com a tensioactius polimerics i comparar-los amb I’InSP1, un tensioactiu

comercial derivat de la inulina.

5.- Realitzar la caracteritzacio fisicoquimica de sistemes aquosos formats per la

inulina modificada hidrofobicament (HMI) i el tensioactiu cationic bromur de

didodecildimetilammoni (DDAB) a partir de I’analisi dels canvis en la microestructura

del sistema, per tal de determinar el seu interes bioldogic com a estabilitzant de sistemes
vesiculars. Aquest tipus de sistemes pot trobar aplicacié com a vehicles d’alliberament

controlat i com a models de membrana.
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4 Materials i métodes

4.1 MATERIALS I APARELLS

A continuaci6 s’enumeren els diferents productes quimics utilitzats per desenvolupar
els diferents processos d’obtencid de tensioactius polimerics basats en la inulina, aixi
com els aparells emprats per a la sintesi. Les estructures dels productes s’han anomenat

de manera que el nom entre claudators correspon al nimero d’estructura representada.

La inulina. La modificacié hidrofobica es va dur a terme sobre una inulina
(polifructosa) amb un GP de 25 unitats fructosil extreta de les arrels de la xicoira
(Chicorium intybus). El nom del producte comercial és Inutec® N25 (Figura 4.1) i el
proporciona I’empresa Orafti Bio Based Chemicals (Tienen, Belgica), actualment

Beneo-BBC.

Inutec N25

Figura 4.1. Representacié esquematica de I’Inutec® N25 (InN25), la inulina emprada per
P’obtencié de tensioactius polimérics.
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Aquest producte comercial s’obté del fraccionament de 1’extracte de la planta que
consisteix principalment en una distribucié de cadenes lineals de polifructoses d’entre 2
1 62 unitats de fructosa amb un grau de polimeritzacié mig (GP) de 13-14 (Figura 2.10).
Comparat amb la majoria de polisacarids d’interés, I'InN25 és un polisacarid
relativament petit (PMp,i; ~5KDa). El contingut maxim de glucosa, fructosa i sucrosa és
de 0.5%, 1 el d’oligofructoses de GP entre 3 1 9 unitats és del 5% sobre la quantitat total

de carbohidrat sec!'®

. Normalment, té un elevat contingut d’aigua que depen de les
condicions d’emmagatzematge que pot induir errors en la pesada. Per aquesta rad, el

producte es va assecar a 70°C durant 24 hores en una estufa abans de ser utilitzat per a la

sintesi.

Epoxids hidrofobs. La Figura 4.2 representa tots els 1,2-alquilepoxids utilitzats per a

I’obtencio de B-hidroxialquil eters d’inulina:

O
(0]
0 cy” 0
. /A
Ph”” O\/A = Ce
(0]
PGE Cf ECg
Cg/10GE
103 /& /A
Clo Ci2 Cls Cas6
ECq2 ECq4 ECqs EC24/28

Figura 4.2. Representacié esquematica dels diferents 1,2-alquilepoxids utilitzats per la obtencié
de B-hidroxialquil éters d’inulina.

El 1,2-epoxi-3-fenoxi propa (fenil glicidil eter o 2-(fenoximetil)oxira), 80% grau
tecnic.[PGE]; el 1,2-epoxi-3-oct/decoxi propa (octil/decil glicidil ¢&ter o  2-

(oct/decoximetil)oxira). 80%, grau técnic. [Cs/10GE]; el 1,2-epoxiocta, 96%. [ECs]; El
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1,2-epoxidodeca, 95%. [ECi,]; El 1,2-epoxitetradeca, 97%. [ECy4] de la casa Aldrich
(St. Quentin Fallavier, France). El 1,2-epoxioctadeca, 97%. [ECig]; 1 el 1,2-epoxialca de

C,4/Cyg carbonis, 85%. [EC,4/25] de la casa Nitrochemie Aschau Gmbh (Germany).

Anhidrids de P’acid alquenil succinic (ASA). La Figura 4.3 mostra els anhidrids de

’acid alquenil succinic (ASA) utilitzats per a I’obtenci6 d’alquenil succinats d’inulina:

@)

O\ o \ 9]
/\/E>:O /\/E>:O
Ccq X Clo

OSA DDSA

Figura 4.3. Representacié esquematica dels anhidrids de ’acid alquenil succinic (ASA) utilitzats
per la sintesi de alquenil succinats d’inulina (InASA).

L’anhidrid de 1’acid 2-octen-1-ilsuccinic de 97% mescla isomers Z/E [OSA]; i
I’anhidrid de 1’acid 2-dodecen-1-ilsuccinic de 97% mescla isomers Z/E [DDSA] de la

casa Aldrich (St. Quentin Fallavier, France):

Catalitzadors basics. Les reaccions es van dur terme en medi basic en preséncia de
les segiients bases de qualitat per sintesi: Hidroxid sodic (NaOH), hidroxid potassic
(KOH), hidroxid de liti (LiOH), carbonat sodic (Na,COj), carbonat de liti (Li,CO3),
bicarbonat sodic (NaHCOsj), bicarbonat de liti (LiHCOs) hidrur sodic (NaH),
trietilamina (Et;N). I representats a la Figura 4.4 la dimetilaminopiridina [DMAP], el
diazabiciclocta [DABCO] 1 I’hidroxid de tetrabutilamoni [TBAOH] en soluci6é aquosa

IM. Totes han estat subministrades per Aldrich, Fluka, Scharlau o Panreac.
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CHs3

TBAOH
H5;C

Figura 4.4. Representacié esquematica d’algunes amines utilitzades com a catalitzadors en la
modificacié hidrofobica de la inulina.

Solvents. Les reaccions en medi anhidre es va realitzar en NMP, un dissolvent
organic polar (Punt d’ebullicio: 204.3° C; +99%) proporcionat per BASF. La resta de
reaccions es van dur a terme en medi aquds utilitzant aigua desionitzada. En alguns
casos, la correcta solubilitzacio dels reactius hidrofobs en aigua va requerir la preséncia
de cosolvents com la NMP o I’alcohol isopropilic (IPA, 99%) de Carlo Erba. Per altra
banda, per evitar la formacio de subproductes d’oxidacido en medi basic que donaven
coloraci¢ al producte final es va introduir borohidrur sodic (NaBH4, 99%) de Fluka com

agent reductor.

Tensioactius. Quan va ser necessari es van introduir en el medi de reaccio els
seglients tensioactius cationics en qualitat de cocatalitzadors micel-lars proporcionats
per Aldrich (St. Quentin Fallavier, France) 1 representats a la Figura 4.5.: El bromur de
dodeciltrimetilamoni,  99% [DTAB]; el bromur cetiltrimetilamoni o
d’hexadeciltrimetilamoni, 99% [CTAB]. Finalment, en I’estudi de la interaccié de
tensioactius cationics amb els HMI es va utilitzar el bromur didodecildimetilamoni 99%
[DDAB] de la casa Aldrich i I'Inutec®SP1 comercial va ser proporcionat per Orafti com

a HMI de referencia .
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DTAB

DDAB

Figura 4.5. Representacié esquematica dels tensioactius cationics utilitzats per catalitzar la
reaccio de modificacié hidrofobica de la inulina (9 i 10) i per estudiar la interaccié d’aquests amb
els derivats hidrofobs de la inulina (11).

Aparells de laboratori. A continuacié s’enumera I’instrumental de laboratori
necessari per desenvolupar els diferents metodes d’obtencié: Una estufa Heracus model
D-6450 Hanau.; Balanga SARTORIUS-L420S, amb error + 0.005 gr.; Matrassos de tres
boques de fons rod6 de 25, 50, 250 mL. de la casa VIDRAFOC; Agitador magnetic
IKA® RCT-Classic amb sistema de calefaccié (rang de velocitats d’agitacio: 50-1100
rpm.; temperatura maxima a la superficie: 300°C).; Barres magnetiques 1.5 x 0.4 mm. i
2.3 x 0.4 mm. recobertes de teflo de la casa AFORA ; Sonda de temperatura
IKATRON® ETS-D5 amb sistema de control de la temperatura (rang de mesura: -
50...450; Desviacid del control PID: +0.5° C).; Oli de silicona Heat Transfer Fluid 510
Polyscience® (Rang de temp: 57° a 204°C.); Agitador mecanic PZP 50 HEIDOLPH.
(rang de velocitats d’agitacid: 50-200 rpm.); Vareta d’agitacio d’acer inoxidable (helix
marina de quatre pales 2.5x0.5 mm.).; Xeringues d’insulina (ImL) amb una agulla de
0.5mm.; Rotovapor BUCHI R-200 amb un bany termostat.; Bomba de buit de

membrana (diafragma) model MD 4CNT + AK + EK, de la casa Vacuubrand-GMbH.
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(pressi6 minima: 1.5mbar).; Filtres de vidre sinteritzat N°1-4 i els corresponents embuts
kitasatos VIDRAFOC™; Bomba de buit de membrana (diafragma) model ME 2C, de la
casa Vacuubrand-GMDbH. (pressié minima: 80.0mbar).; Bosses de dialisi benzoilades
(Sigma-Aldrich, D7884-10FT) de 32 mm d’amplada amb una capacitat de 100 mL/ft.
(mida de por inferior a 3000 NMWCO).; Vasos de precipitats de 2000 mL; Pinces
especials per dialisi de la casa Sigma-Aldrich.; Una liofilitzadora CHRIST ALPHA 2-4
de B.BRAUN, (temppmin: -92°C ).; Bomba de buit d’oli EDWARDS-18 (pressié minima
de 0.01 mbar). Una balanga analitica METLER TOLEDO B204-S amb error £ 5-10” gr
i un pH-metre THERMO ORION 550A equipat amb un eléctrode CRISON micro pH
2001, £0,01. Reactor equipat amb control de temperatura, agitacio, refrigerant i pH-

metre tal i com es mostra a la Figura 4.6.
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— H,0

-<«— H,0 510

O
O

Reactiu hidrofob

Inutec N25
+ 1M KOH (aq.)

+0.01 eq. NaBH,

Figura 4.6 Representacié esquematica del reactor de 250 mL on s’han dut a terme algunes
reaccions de modificacié hidrofobica de la inulina utilitzant 1,2-alquilepoxids. Per les modificacions
utilitzant anhidrids de I’acid alquenil succinic, a més a més, s’incorporava un pH-metre per el
seguiment en continu del pH.
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4.2 SINTESI QUIMICA DE B-HIDROXIALQUIL ETERS

D’INULINA

4.2.1 Obtencio de B-hidroxidodecil éters d’inulina en NMP anhidre

Es van dissoldre 5.00 g (31 mmol d’unitats de fructosa anhidre, UFA) d’InN25
assecats a 70° C durant 24h en 20 mL de NMP a 50°C en un matras de fons rod6 de tres
boques de 50 mL. La solucié d’inulina al 20% (p/p) en N-metil-2-pirrolidona (NMP) es
va concentrar fins al 40% (p/p) per eliminaci6 del solvent a pressid reduida en un bany a
50°C. Un cop finalitzat aquest tractament el contingut en aigua era inferior al 0.05%
(p/p). Seguidament, es va eliminar 1’oxigen del medi fent passar un flux de nitrogen a
través de la solucid a 80°C durant aproximadament 15 min en agitacid. A continuacio es
van afegir 0.1 equivalents de Et;N (o la quantitat corresponent de catalitzador basic
utilitzat) i al cap de 30 min es va procedir a I’addicio gradual de la quantitat coneguda
d’1,2-dodecilepoxid corresponent a una relacié molar epoxid/UFA inicial yo entre 0.05 i
0.3 durant aproximadament una hora. La mescla de reaccio es va deixar reaccionar
mantenint la temperatura a 80°C fins a la desaparicio total de I’epoxid (o durant el temps

fixat per I’experiment).

El cru (d’un color marr6 fosc) es va deixar refredar fins a temperatura ambient i es va
abocar sobre uns 400 mL de soluci6 al 2.5% d’acid acétic glacial en acetona, en agitaciod
vigorosa. La inulina modificada es va deixar cristal-litzar durant aproximadament 30
min, i es va filtrar i rentar amb tres fraccions d’acetona i tres de diclormeta. Finalment el

producte obtingut s’asseca al buit en un dessecador fins aconseguir un pes constant.
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Es va obtenir el B-hidroxidodecil éter d’inulina en forma de pols marr6 amb un
rendiment entre un 85 i el 90 % i un contingut en impureses no superior al 5%. Les
eficiéncies 1 condicions de reaccid (quantitat i tipus de catalitzador basic) dels

experiments es detallen a la Taula 2, pagina 111.

4.2.2 Obtencio de p-hidroxidodecil éters d’inulina en mescles

NMP:aigua (1:1)

Es van dissoldre 1.00 g (6.2 mmol, UFA) d’InN25 assecats a 70° C durant 24h en 5
mL de NMP a 50°C en un matras de fons rod6é de 25 mL. A continuacié la quantitat
corresponent de catalitzador dissolta en 5 mL d’aigua es va afegir a la soluci6 anterior
d’inulina. La mescla es va agitar durant aproximadament 30 min a la temperatura de
reaccio i es va addicionar gradualment la quantitat coneguda d’1,2-alquilepoxid (yo entre
0.05 1 0.3) durant aproximadament una hora. La mescla de reacci6 es va deixar en
agitacio 1 mantenint la temperatura de reaccio fins a la desaparicio total de I’epoxid (o

durant el temps fixat per I’experiment).

Un cop finalitzada la reaccid, el cru (de color marré fosc) es va deixar refredar fins a
temperatura ambient i es va neutralitzar amb una solucio6 al 5% de HCI (aq) fins a pH
6.00. Seguidament, la mescla final es va introduir en una bossa de dialisi i es va dialitzar
contra una mescla etanol/aigua (1:1) fins a reduir el contingut en 1,2-alquildiol
(subproducte de hidrolisi) per sota de 1’1%. Per tltim es va dialitzar contra aigua fins a

obtenir valors de conductivitat constants.

La solucié final d’inulina modificada es va liofilitzar 1 es va obtenir un -
hidroxidodecil éter d’inulina en forma de pols marré amb un contingut en subproductes

d’hidrolisi inferior a 1’1% (GC) una puresa del 99%. La recuperacio de la inulina
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modificada fou del 75% aproximadament. Les eficiencies de reaccio i1 les condicions
(tipus i1 quantitat de catalitzador i temperatura de reaccio) dels experiments realitzats es

mostren a la Taula 3, pagina, 113.

4.2.3 Obtencio de B-hidroxialquil éters d’inulina en aigua

Es van dissoldre 4.00 g (24.7 mmol, UFA) d’InN25 assecats a 70° C durant 24h en
agitaci6 vigorosa a 25°C en 6.60 g d’una solucid aquosa de 0.60 g (9.1 mmol) de KOH
al 85% 1 0.01 g (0.3 mmol) de NaBH4 préviament preparada en un matras de fons rodo
de 25 mL. La soluci6 d’inulina resultant al 40% (p/p) es va escalfar a 80°C 1 es va agitar
durant una hora aproximadament. A continuacid, la quantitat corresponent d’1,2-
alquilepoxid (o entre 0.05 i1 0.3) es va addicionar gradualment durant una hora
aproximadament. La mescla de reacci6 es va deixar reaccionar fins a la desaparicio total

de I’epoxid (o durant el temps fixat per I’experiment).

Un cop finalitzada la reaccio, el cru (de color marrd clar) es va deixar refredar fins a
temperatura ambient i es va neutralitzar mitjangant una solucié al 5% de HCI (aq.) fins a
pH 6.00. Seguidament, la mescla final es va introduir en una bossa de dialisi i es va
dialitzar contra una mescla etanol/aigua (1:1) fins a reduir el contingut en 1,2-alquildiol
(subproducte de hidrolisi) per sota de 1’1%. Per ultim es va dialitzar contra aigua fins a

obtenir valors de conductivitat constants.

La solucio final d’inulina modificada es va liofilitzar i es va obtenir un B-hidroxialquil
¢ter d’inulina en forma de pols blanca amb un rendiment al voltant del 75% 1 un
contingut en subproductes d’hidrolisi inferior al 1% (GC). Les eficiencies de reaccid 1

els detalls dels experiments realitzats es mostren a la Taula 4, pagina, 119.
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4.2.4 Obtencio de p-hidroxialquil éters d’inulina en mescles

aigua:cosolvent

Es van dissoldre 4.00 g (24.7 mmol, UFA) d’InN25 assecats a 70° C durant 24h en
agitacid vigorosa a 25°C en 6.60 g d’una solucio aquosa de 0.60 g (9.1 mmol) de KOH
al 85% 1 0.01 g (0.3 mmol) de NaBH4 préviament preparada en un matras de fons rodo
de 25 mL. La soluci6 d’inulina resultant al 40% (p/p) es va escalfar a 80°C i es va agitar
durant 30 min aproximadament. A continuacio, la corresponent quantitat d’1,2-
alquilepoxid (yo entre 0.05 1 0.3) dissolta en la quantitat d’alcohol isopropilic (IPA)
adequada en funcio del 1,2-alquilepoxid utilitzat (veure condicions a la Figura 5.6,
pagina 120.) es va addicionar gradualment durant una hora aproximadament. La mescla
de reaccid es va deixar reaccionar fins a la desaparicid total de I’epoxid (o durant el

temps fixat per I’experiment).

Un cop finalitzada la reaccio, el cru (de color marrd clar) es va deixar refredar fins a
temperatura ambient i1 es va neutralitzar mitjangant una solucié al 5% HCI (aq.) fins a
pH 6.00. Seguidament, la mescla final es va introduir en una bossa de dialisi i es va
dialitzar contra una mescla etanol/aigua (1:1) fins a reduir el contingut en 1,2-alquildiol
(subproducte de hidrolisi) per sota de 1’1%. Per ultim es va dialitzar contra aigua fins a

obtenir valors de conductivitat constants.

La solucié final d’inulina modificada es va liofilitzar i es va obtenir B-hidroxialquil
¢ter d’inulina en forma de pols blanca amb un rendiment al voltant del 75% 1 un
contingut en subproductes d’hidrolisi inferior a 1’1% (GC). Les eficiéncies 1 condicions
de reaccid (quantitat d’IPA i tipus d’epoxid) dels experiments realitzats es mostren a la

Figura 5.6, pagina 120.
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4.2.5 Obtencio de p-hidroxialquil éters d’inulina en mescles

aigua:tensioactiu

Es van dissoldre 4.00 g (24.7 mmol, UFA) d’InN25 assecats a 70° C durant 24h en
agitacid vigorosa a 25°C en 6.60 g d’una solucio aquosa de 0.60 g (9.1 mmol) de KOH
al 85% 1 0.01 g (0.3 mmol) de NaBH4 préviament preparada en un matras de fons rodo
de 25 mL. Despres, la quantitat de tensioactiu corresponent a una relaci®é molar
tensioactit/UFA de 0.1 es va afegir a la soluci6 anterior. Després d’un periode
d’agitaci6 de 30 min aproximadament a 80-85°C, la corresponent quantitat d’1,2-
alquilepoxid (yo entre 0.05 1 0.3) es va addicionar gradualment durant una hora. La
mescla de reaccid es va deixar reaccionar fins a la desaparicid total de 1’epoxid (o durant

el temps fixat per I’experiment).

Un cop finalitzada la reaccio, el cru (de color marrd clar) es va deixar refredar fins a
temperatura ambient i es va neutralitzar mitjangant una solucio al 5% de HCI (aq.) fins a
pH 6.00. Seguidament, la mescla final es va introduir en una bossa de dialisi i es va
dialitzar contra una mescla etanol/aigua (1:1) fins a reduir el contingut en 1,2-alquildiol
(subproducte de hidrolisi) per sota de 1’1%. Per ultim es va dialitzar contra aigua fins a

obtenir valors de conductivitat constants.

Quan la reaccid es va dur a terme en preséncia de tensioactius cationics com per
exemple DTAB o CTAB, la solucid resultant es va passar a través d’una columna
preparativa (27x4cm) d’intercanvi cationic fort activada préviament amb un solucio
0.5M de KOH (aq). La inulina modificada es va eluir amb diversos volums d’aigua
desionitzada i1 les fraccions pures es van liofilitzar. El tensioactiu cationic es va

recuperar gracies a I’addicié d’una solucid 0.05 M de KCl a la columna.
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Es va obtenir un B-hidroxialquil éter d’inulina en forma de pols blanca amb un
rendiment al voltant d’un 70% i un contingut en subproductes d’hidrolisi inferior al 1%
(GC). Les eficiencies i condicions de reaccid (tipus i quantitat de tensioactiu) dels

experiments realitzats es mostren a la Taula 6, pagina 130.
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4.3 SINTESI QUIMICA DE 2-ALQUEN-I-IL  SUCCINATS

D’INULINA

4.3.1 Obtencio de 2-alquen-1-il succinats d’inulina en aigua

Es van suspendre 20.00 g (0.121 mol, UFA) d’InN25 assecats a 70° C durant 24h en
60 mL d’aigua en un matras de fons rodé de 250 mL. El pH del medi es va ajustar a pH
9.00 mitjangant 1’addicié d’una solucié al 2% de NaOH (aq). Despreés de 30 min
d’agitacio, es va addicionar lentament la quantitat corresponent (o entre 0.05 i 0.3)
d’ASA a la suspensid, mentre el pH del medi va ser mantingut entre els valors de pH
optims (8.3-8.5 per OSA i 8.5-9.0 per DDSA) mitjancant 1’addicié alternada de la
solucid al 2% NaOH (aq). La reaccié d’esterificacio es va donar per acabada una hora

despres de que el pH del medi fos constant a pH 9.00.

Un cop finalitzada la reaccid, la suspensid es va neutralitzar mitjangant una soluci6 al
5% de HCI (aq) fins a pH 6.00. Seguidament, la mescla final es va introduir en una
bossa de dialisi i es va dialitzar contra una mescla etanol/aigua (1:1) fins a reduir el
contingut d’alquenil succinat sddic (subproducte de hidrolisi) per sota de 1’1%. Per

ultim es va dialitzar contra aigua fins a obtenir valors de conductivitat constants.

La solucid dialitzada es va liofilitzar i es va obtenir un producte en forma de pols amb
un rendiment al voltant del 75% 1 un contingut en subproductes d’hidrolisi inferior a
1’1% (HPLC). Les eficiéncies i condicions de reaccid (concentracié d’inulina, rang de
pH 1 longitud de cadena d’ASA) dels experiments realitzats es mostren a la Taula 7,

pagina 137.
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4.3.2 Obtencio de 2-alquen-1-il succinats d’inulina en mescles

aigua:tensioactiu

Es van dissoldre 4.00 g (24.7 mmol, UFA) d’InN25 assecats a 70° C durant 24h en
12.60 g d’una solucid aquosa de 0.60 g (9.1 mmol) de KOH al 85% 1 0.01 g (0.3 mmol)
de NaBH4 préviament preparada en un matras de fons rodo de 25 mL. Seguidament, la
quantitat de tensioactiu corresponent a una relacié molar tensioactiu/UFA de 0.1 es va
afegir a la solucid anterior. Després d’un periode d’agitacié de 30 min a 80-85°C, la
temperatura del medi es va disminuir fins a 65°C. Despres d’aixo es va afegir la
quantitat corresponent d’ASA (yo entre 0.05 1 0.3) gota a gota a la solucid anterior,
mentre el pH del medi va ser mantingut entre els valors de pH optims (8.3-8.5 per OSA
1 8.5-9.0 per DDSA) mitjan¢ant 1’addicid alternada d’una solucié al 2% de NaOH (aq).
La reaccio d’esterificacid es va donar per acabada 10 min despres de que el pH del medi

fos constant a pH 9.00.

Un cop finalitzada la reaccid, la suspensid es va neutralitzar mitjangant una soluci6 al
5% de HCI (aq) fins a pH 6.00. Seguidament, la mescla final es va introduir en una
bossa de dialisi i es va dialitzar contra una mescla etanol/aigua (1:1) fins a reduir el
contingut d’alquenil succinat sodic (subproducte de hidrolisi) per sota de 1’1%. Per

ultim es va dialitzar contra aigua fins a obtenir valors de conductivitat constants.

Quan la reaccid es va dur a terme en preséncia de tensioactius cationics com per
exemple DTAB o CTAB, la solucid resultant es va passar a través d’una columna
preparativa (27x4cm) d’intercanvi cationic fort activada préviament amb un solucio
0.5M de KOH (aq). La inulina modificada es va eluir amb diversos volums d’aigua
desionitzada i1 les fraccions pures es van liofilitzar. El tensioactiu cationic es va

recuperar gracies a I’addicié d’una solucid 0.05 M de KCl a la columna.
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Es va obtenir un B-hidroxialquil éter d’inulina en forma de pols blanca amb un
rendiment al voltant del 70% i un contingut en subproductes d’hidrolisi inferior a 1’1%
(HPLC). Les eficiencies i1 condicions de reaccio (rang de pH, quantitat de tensioactiu i

temperatura) dels experiments realitzats es mostren a la Taula 8, pagina 141.



MATERIALS I METODES 75

4.4 ANALISI QUIMICA I ESTRUCTURAL DE LA INULINA I

DERIVATS (HMI)

4.4.1 Volumetries

4.4.1.1 Meétode Karl-Fischer per a la determinaci6 d’aigua

El fonament teoric del meétode de Karl Fischer consisteix en que en preséncia de
dioxid de sofre, metanol i una base adequada mitjangant 1’addicié de iode, les molecules
d’aigua es converteixen estequiométricament. La valoracio (preséncia d’aigua) es pot
seguir exactament usant un eléctrode de plati de dos pins amb un corrent eléctric aplicat
entre els dos pols. El voltatge mesurat als pins de 1’eléctrode polaritzat es usat pels
controls del valorador com a senyal d’entrada (“input”), de manera que quan les ultimes
traces d’aigua han estat valorades, el voltatge cau virtualment a zero. En aquest punt els
eléctrodes es troben despolaritzats pel iode present en el medi i la petita corrent eléctrica
oxida el iode en un dels electrodes, reduint la mateixa quantitat de iode a Daltre

eléctrode.

L’analisi del contingut en aigua es va realitzar per determinar el contingut d’aigua de
la inulina abans i1 després del tractament térmic i abans de dur a terme la reacciod en
dissolvent organic (veure 4.2.1). D’aquesta manera es va poder assegurar que les
reaccions es realitzaven en abséncia d’aigua, considerant com a medi anhidre quan el
resultat de la determinaci6 volumetrica de la quantitat d’aigua segons el metode de Karl

Fischer ¢és igual o inferior a 0.05%.
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Les mostres es van analitzar en un METLER DL18 Karl Fischer Titrator amb una
bureta de 10mL equipat amb reactius i dissolvents de valoracio lliures de piridina de la
casa Aldrich. El procediment emprat fou el segiient: En primer lloc es va calibrar el
valorant 1 es va determinar que el “drift” (deriva) estava per sota de 25 pm H,O/min.
Després es van analitzar 1.000g d’una soluci6 patrd (1.000% en aigua) per comprovar
que la lectura no es desvia en més d’un 0.005% d’aigua. A continuacié mitjangant una
xeringa es va extraure 1g de la solucié (medi de reaccid) aproximadament, i el conjunt
(xeringa + mostra) es va pesar en una balanga analitica. Un cop anotat el pes, es posa a
zero (linia base) el Karl Fischer i s’introdueix la mostra a I’interior de la cella de
valoraci6 amb la major brevetat possible. Seguidament, es va tornar a pesar la xeringa i,
per diferéncia, s’anota el pes introduit a la cel-la de mesura. S’introdui el valor i desprées
d’un breu periode de dissolucid, el resultat de la valoracié automatica (el contingut

d’aigua present en la cel-la) es mostra a la pantalla de 1’analitzador.
4.4.1.2 Valoracio acid-base per la determinacio del grau de substitucio (GS)

El grau de substitucid (GS) del derivats d’inulina de I’acid alquenil succinic (ASA) es
va determinar per un metode de valoracio acid-base utilitzat en la modificacié hidrofoba

del mido''°. El procediment adaptat fou el segiient:

Es van pesar acuradament 1.0 g d’inulina modificada amb ASA i es van dissoldre en
un volum de 10 mL d’aigua desionitzada a 40° C. A continuacid, mitjancant 1’addicid
d’una solucié de NaOH 0.05 M es van desprotonar completament els acids carboxilics
de la inulina modificada elevant el pH fins a 9.00. En aquest punt, la soluci6 resultant es
va valorar amb un volum (V) d’HCI estandard de concentracié (0.05 M) fins al viratge

del taronja de metil.
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Finalment, a partir de les dades del punt d’equivaléncia es va calcular el grau de

substitucid (GS) mitjangant la segiient equacio:

Eq. 4-1

On MW g4 correspon al pes molecular de la unitat de fructosa anhidre (UFA), MW 4s4
al pes molecular de I’anhidrid (ASA), Wuosrra al pes de la mostra i Cyeri Vyer a la
concentracio i el volum d’acid clorhidric utilitzat per arribar al punt d’equivaléncia,

respectivament.

El métode déna un valor de GS amb un error mig de 20% d’error comparant els
resultats amb els del meétode de RMN que tenen un error mig del 10%. Tot i que 1’error
¢s major es pot considerar un metode valid pel seguiment de reaccions quan no es

disposa d’equips de ressonancia magnetica nuclear (veure 4.4.3.1.)

4.4.2 Métodes cromatografics

La cromatografia es basa en la separacié d’analits en funcio del seu repartiment entre
la fase estacionaria (solid pords) i la fase mobil (liquid o gas). Considerant dos analits
diferents dissolts en una fase mobil que entra en contacte amb la superficie de la fase
estacionaria, el balang entre les interaccions de 1’analit amb la fase estacionaria 1 la fase
mobil determinen, la concentracié d’analit dins la fase mobil. Aquest fet permet la
separacio de mescles d’analits en funcié de la seva capacitat d’interaccionar amb la fase
estacionaria. Un sistema de deteccié d’analits permet la quantificacid d’aquesta

separacio.
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Durant el desenvolupament del meétode d’obtencio dels diferents derivats d’inulina
s’han emprat diferents técniques cromatografiques en funcié del tipus d’analit que es

presenten a continuacio:
4.4.2.1 CCEF per al seguiment de reaccions.

Com el seu nom indica, la cromatografia de capa fina (CCF) es basa en les diferéncies
que entre els analits respecte la capacitat d’absorbir-se sobre una fina capa de silice
(superficie polar) 1 la capacitat de solubilitzar-se en la fase mobil (eluent, dissolvent
apolar).. La forca motriu del procés de separacid és la capil-laritat de 1’eluent (fase
mobil) a través de la superficie porosa de la silice. Per tant, com més polar I’analit, més
retencio. Tot 1 no poder determinar quantitativament la concentracio d’analit de la
mostra, la relacid entre la posicio de 1’analit respecte el punt de partida 1 la distancia
recorreguda per la fase mobil permet la identificacid de 1’analit a partir de la comparacid

amb patrons 1 es coneix com a factor de velocitats (Rf).
El procediment emprat fou el segiient:

En primer lloc, es van prendre 0.1 mL del cru de reacci6 amb una xeringa i es van
diluir (1/10) en metanol. Es va deixar precipitar i amb una micropipeta de vidre es van
recollir 10 pl de la solucid metanolica per després aplicar-los sobre una placa
cromatografica Alugram® Nano - SILG/UV254. La placa es va introduir en una cubeta
amb un 50 mL d’AcOEt:Hexa (1:4) com a fase mobil 1 es va deixar que per capil-laritat
es produis el procés d’elucio (fins a 1 cm per sota el limit superior de la placa).
Seguidament, es va retirar la placa 1 un cop seca de dissolvent es va submergir en una
soluciéo d’acid fosfomolibdic al 5% en etanol 1 es va escalfar fins a temperatures
superiors als 100 °C amb una pistola de calor fins a poder observar els productes

d’oxidacié (d’una tonalitat més fosca). Seguint aquest procediment es van determinar
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els coeficients Rf pels diferents analits: Pels 1,2-alquilepoxids el Rf: 0.7-0.8, pels 1,2-

alquildiols el Rf: 0.2-0.3 i finalment la inulina modificada Rf ~0.

4.4.2.2 HPLC-UV per a la determinacio d’epoxids aromatics o anhidrids del 2-

alquenil succinic

La determinacid del contingut d’impureses del producte final en derivats d’epoxids
aromatics o anhidrids del 2-alquenil succinic es van realitzar per cromatografia liquida
d’elevada eficacia (HPLC) de fase reversa. Aquesta cromatografia utilitza el mateix
principi que el de la CCF amb la diferéncia que la fase estacionaria es una silice
funcionalitzada amb cadenes hidrofobes i per tant s apolar. En aquest cas, I’eluci6 es va
dur a terme mitjancant una bomba hidraulica a través d’una columna plena de fase
estacionaria de dimensions conegudes. Un aparell de deteccio al final de la columna va
permetre la identificacid i la quantificacié dels analits a través de la comparacido amb

patrons i rectes de calibrat, respectivament.

El procediment emprat fou el segiient:

L’analisi de dilucions (1/10) del cru de reaccioé en metanol o de dissolucions aquoses
de producte final a 1’1% (p/v) es van realitzar injectant un volum de 20 pL en un
cromatograf de la casa Merk-Hitachi constituit per una bomba L-6200A, una columna
cromatografica de fase inversa model Licrospher 100 CN (propilcian) 250 x 4 mm amb
una mida de por de Sum, un detector de UV (215nm) L-4250 units i un integrador D-
2500. La fase mobil utilitzada va ser ACN:H,O (2:3) + 0.1% TFA a un flux de 1
mL/min 1 mode isocratic. Els temps de retencié registrats per les espécies analitzades
foren els segiients: OSA-anhidrid (14.7-15.2 min); OSA-acid carboxilic (9.6-10.0 min);
OSA-carboxilat (3.4-3.8 min); DDSA-anhidrid (20.5 min); DDSA-acid carboxilic (12.1

min) DDSA-carboxilat (6.7 min); PGE-epoxid (3.1-3.2 min); PGE-diol (6.3 min).
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4.4.2.3 GC-FID per a la determinaci6 d’epoxids alifatics

La determinaci6 del contingut d’impureses del producte final derivats d’epoxids
alifatics es va realitzar per cromatografia de gasos (GC) de fase reversa. Aquesta técnica
es molt semblant al HPLC amb la diferéncia que la fase mobil és un gas i la deteccid es
realitza mitjangant un detector d’ionitzacid de flama (FID) que assegura la deteccio
d’analits que normalment no es poden observar amb el detector d’absorcido de llum

ultraviolada del HPLC-UV.
El procediment d’analisi utilitzats es mostra a continuacio:

Per determinar el contingut d’impureses d’una mostra de [-hidroxialquil e&ters
d’inulina en 1,2-alquilepoxids es van suspendre 40 mg de producte en 2 mL de metanol.
La suspensio resultant es va filtrar amb un filtre de tefl6 amb una mida de por de 0.42
um. El liquid resultant es va injectar en un cromatograf de gasos (GC) Hewlett Packard-
5890 a través d’un injector automatic a 200° C. Utilitzant N, com a fase mobil amb una
rampa de temperatures des de 25°C fins a 300° C a raé de 7 °C/min es va poder separar
els analits retinguts en una columna de fase reversa CP Sil 8CB. La deteccid i
quantificacid es va realitzar mitjancant un detector FID a 300°C. Els temps de retencid

registrats per 1’1,2-dodecilepoxid va ser de 12.7 min.

4.4.3 Metodes optics

Els metodes optics d’analisi son aquells que mesuren la radiacié electromagnética que
es despren de la materia o que interacciona amb ella. S’inclouen per tant, tots els camps
del espectre electromagnetic des dels rajos gamma fins a les ones de radio. Cada metode

d’analisi descrit es basa en un determinat mecanisme d’interaccid entre la radiacio
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electromagnetica 1 la materia que varia en funcid de les caracteristiques del sistema

analitzat i de la radiaci6 electromagnética implicada.

Camp eléctric oscil-lant

Longitud d'ona

Camp magnétic oscil-lant

Figura 4.7 Representaciéo d’una ona electromagnética.

Com mostra la Figura 4.7 una radiacio electromagnetica es caracteritza generalment
per la seva longitud d’ona A o la seva freqiiéncia v que estan relacionades entre si per

I’expressio:
1=5 Eq. 4-2
14

on ¢ és la velocitat de la llum= 2.9979x10%m/s.

Els meétodes oOptics es diferencien entre metodes espectrofotometrics 1 no
espectrofotometrics. En els primers la mesura de la intensitat i la longitud d’ona radiant
abans 1 despres d’interaccionar per mecanismes d’absorcid-emisio de la materia objecte
d’estudi, com a resultat s’obté un espectre degut a transicions entre els estats d’energia
caracteristics de la materia. El segons es basen en I’analisi dels canvis en la direccio o
en les propietats fisiques de la radiacido implicada provocats per les caracteristiques
estructurals 1 de forma de la materia objecte d’estudi per mecanismes com la dispersio,
la refraccid, la dispersio refractiva, la reflexio, les interferéncies, la difraccié o la

polaritzaci6 de la llum'"”.
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Gracies a l’evolucidé de la interpretacid d’espectres, actualment es possible
caracteritzar estructuralment tot tipus d’atoms i molecules. I el desenvolupament de
models per a la interpretacio de la dispersié de la llum, i en particular de la difraccio
dels raigs X, han permes ’accés a la caracteritzacid estructural de sistemes amb un
nivell d’organitzacio superior com ara cristalls, solids 1 liquids, agregats

supramoleculars i nanoparticules entre d’altres.

Donat que la present tesi doctoral s’emmarca en 1’obtencié i caracteritzacio de
tensioactius polimérics, metodes Optics com la ressonancia magnética nuclear,
I’espectrofotometria d’infraroig i la difraccid6 de raigs X han fet possible tant la
confirmacio6 de la reaccié de modificacio i la determinacid del grau de substitucié de la

inulina, com la caracteritzacié d’aquests productes en solucid.

4.4.3.1 RMN per a ’analisi quimica i estructural d’inulina i derivats (HMI)

L’espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear (RMN) és una técnica analitica
que utilitza un tipus de radiacio electromagnetica de longituds d’ona entre 1 1 300m
coneguda com a radiofreqiiencia. A diferéncia d’altres técniques d’absorcié com la
d’infraroig o la d’ultraviolada, la mostra a estudiar s’ha de situar en un camp magnetic
intens abans de que la radiacio sigui absorbida pels nuclis de la mostra. En abséncia del
camp magnetic els estats de spin dels nuclis estan degenerats, €s a dir, que tenen la
mateixa energia, 1 no poden haver-hi transicions entre nivells energétics. En preséncia
del camp magnetic intens, I’energia de certs nuclis es resol en nivells separats, 1 una
radiacio electromagnética apropiada pot provocar transicions entre els diferents estats
energetics de spin. Aquesta orientacio respecte el camp magnetic només té lloc en nuclis
que posseeixen moments magnetics d’spin. Els protons son els nuclis més estudiats ja

que la seva abundancia natural en la majoria de compostos organics és la més gran, pero
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hi ha altres nuclis com el carboni tretze ("°C) que tot i no ser tant abundants, donen

molta informacid en I’elucidacié de I’estructura d’un compost organic.

Els espectres de ressonancia magnética nuclear (RMN) dels 'H i "°C es van obtenir en
un espectrometre Inova 500 MHz de la casa Varian®, la poténcia del qual va permetre
distingir entre les senyals corresponents als principals grups funcionals de la inulina i la
modificacié realitzada en cada cas. El procediment emprat en 1’adquisicid dels espectres

fou el segiient:

Les mostres es van preparar dissolent uns 30-40 mg de producte final pur en 1.0 mL
de dimetilsulfoxid deuterat (DMSO-d6) i la solucid es va introduir un tub de
ressonancia. A continuacié, es va preescalfar la cel'la de mesura a 50 °C. Un cop
estabilitzada la temperatura es va realitzar el “shiming” (afinament) i es va ajustar el
“lock” (intensitat) de 1’aparell amb la mostra. El programa de mesura es va establir en
16 repeticions amb 30 segons de retard entre cada una, per assegurar un temps de

relaxacio suficient a 500 MHz.

El processat dels espectres ¢s la transformada de Fourier de la intensitat emesa pels
nuclis ressonants. La seva representacio €s realitza en un grafic representant la intensitat
en funcid del desplagament quimic mesurat en ppm. En les segiients figures es mostren

els espectres de RMN-'H, RMN-"’C de la inulina i un dels derivats sintetitzats I'InOSA.



84 MATERIALS I METODES

—5.2
—4.9
—4.7
— 4.0

3.8
- —35
a9
-

_J N

F1 (ppm]

Figura 4.8 RMN-'H espectre de la inulina en DMSO-d4 at 50 °C. Fructosiloys : 5.2-4.7 ppm;
Fructosilcyss ; cuz: 4.0-3.5 ppm.

Com es pot veure en la Figura 4.8, degut a la semblanga entre els entorns quimics dels
nuclis magnetics de les fructoses d’inulina, la suma de les senyals individuals formen
una banda de desplacaments quimics que pot ser assignada a cada tipus de nucli. Per
exemple, entre 5.2 1 4.7 ppm s’observen els tres hidroxils de la fructosa, un de primari (a
I’esquerra) 1 els altres dos secundaris (a la dreta). També s’observen un grup de senyals

entre 4.0 1 3.5 ppm corresponent als metins 1 metilens de la fructosa.
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Figura 4.9 Espectre de RMN-"H de I’'In-OSA esters in DMSO-d, at 50 °C. § (ppm): Fructosiloy:s:
5.1-4.5; Fructosilcys ana cuz: 4.1-3.5; OSAcu=cu: 5.4; OSAcnzy4: 1.9-1.3;5 OSAcps: 0.87; OSAcH and
chz2: 2.3-1.9. Els valors d’integracio varien amb el GS i la longitud de la cadena alquenilica.

La Figura 4.9 mostra I’espectre de ressonancia de 'H d’un dels derivats hidrofobs de
la inulina, I’'InOSA. Els desplagaments quimics de la inulina sén practicament iguals al
de la inulina sense modificar. Excepte el senyal corresponent a 1’aigua de la inulina a
3.4 ppm, les diferéncies entre els dos espectres son els senyals corresponents a la

modificacio hidrofoba realitzada.

La Figura 4.10 mostra I’espectre de RMN-"°C del derivat InOSA que ha permés
identificar la unié entre la inulina i la cadena hidrofoba a través del enllag ¢ster amb

senyal a 56 ppm.
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Figura 4.10. Espectre de RMN-"C de I’'In-OSA esters en dmso-d6 at 50 °C. & (ppm): OSAc—ps:
172.3 — 178.0 ; OSAch=cH zk): 126.9 — 132.2 ; Fructosil ¢4: 102.8 — 103.2 ; Fructosil cpss: 74.0 — 82.0 5
Fructosil cyys: 61.0 — 62.2 ; Enllag éster (Fructosa-CH200Cgs,): 56.0 ; OSA cps: 34.6 — 35.3 ; OSA
CH2’s + 18.4-31.8 H OSA CH3 * 13.7.

A I’annex 2 es mostren els espectres dels diferents HMI sintetitzats.

Identificacié d’impureses per RMN. Es va poder determinar si la mostra problema
(producte final) contenia impureses de catalitzadors o solvents utilitzats per la reacci6 o
no a través de 1’analisi de I’espectre de ressonancia magnetica nuclear de proté6 (RMN-
'H). En cas de no haver eliminat correctament les sals de catalitzador del producte final,
les senyals corresponents als hidroxils apareixen com a bandes amples amb poca
resolucid. Si les sals del catalitzador micel-lar (DTAB o CTAB) encara estan presents en
la mostra, un singlet molt intens corresponent als 3 metils a 3.0-3.1 ppm apareix a
’espectre de RMN-'H. A part de les senyals tipiques del dissolvents, també resulta
relativament facil identificar els protons dels anells de 1’1,2-alquilepoxid en forma de

doblet de doblets entre 2.2-2.4 ppm.
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Determinacié del grau de substitucio (GS). El1 GS dels diferents HMI sintetitzats es
va estimar a partir de 1’analisi comparatiu de les integrals de les senyals de ’espectre de
RMN-'H corresponent a les cadenes hidrofobiques amb els senyals corresponents a les

fructoses de la segiient manera:

Int(CHS)

= Eq. 4-3
Int(CH )+ Int(OH) 4

On, Int (CH; ) és el valor de la integral del metil terminal (0.86 ppm.) 1, Int (OH) és el

valor de la integral dels hidroxils de la molecula ( 4.40 -5.20 ppm.)

La precisi6 de la integracio de les senyals d’RMN pot tenir cert error ja que
I’amplitud de les senyals dels hidroxils de la inulina depén del grau d’ionitzacid
d’aquests. Tot 1 aix0, en estudis previs, on reaccions amb alquilisocianats que tenien
eficiéncies quantitatives, es va poder comprovar que 1’error comes en el calcul de GS
pel métode d’RMN no superava el 10%. Aix0 es va poder confirmar amb un analisi

d’HPLC despres d’una hidrolisi acida completa dels alquilcarbamat d’inulina obtinguts.

Determinacié de ’eficiéncia de reaccié (ER). L’ER ¢s la relacio entre el nombre de
cadenes que s’han unit a la inulina i el nombre de reactius hidrofobs introduits
inicialment. L’ER es va poder calcular a partir dels valors de GS del producte final 1 el
GS teoric considerant que el reactiu addicionat durant la reaccid havia reaccionat tot

amb la inulina segons la segiient equacio:

GS
ER = —atal 100 Eq. 4-4

teoric
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4.4.3.2 FT-IR per a la identificacio de 2-alquen-1-il succinats d’inulina.

La regio infraroja del espectre electromagnetic s’estén entre el visible 1 les microones
amb unes longituds d’ona entre les 0.75 pm 1 les 1000 pm. Quan un feix de llum
monocromatica d’aquestes caracteristiques s’irradia sobre una mostra, els enllacos
quimics d’energia idéntica a la del feix incident absorbeixen 1’energia irradiada. Aquesta
energia continguda en els enllacos és alliberada després mitjangant diferents modes de
vibracio 1 rotacio, en forma de calor. Aix0 succeeix per que I’energia dels enllacos
quimics esta quantitzada 1 és directament proporcional a la freqiiencia de vibracio

segons 1’equacié de Planck:
E=hv =hvc Eq. 4-5

on v és la freqiiéncia (s™), V és el nombre d’ona (cm™), ¢ és la velocitat de la llum i 4 és

la constant de Planck = 6.62:10% ergs.

Un espectre FT-IR consisteix en la transformada de Fourier de la intensitat de llum
absorbida per un mostra irradiada per un feix monocromatic dins la regio de I’infraroig
fonamental. En aquesta regié compresa entre 2.5um (4000 cm™) i 25um (400 cm™) es
pot obtenir una gran quantitat d’informacié dels grups funcionals i de I’estructura
molecular de la mostra. En particular, resulta una técnica molt util per detectar
compostos carbonilics, ja que la seva freqiiencia de vibracio caracteristica (tensié C=0)

és molt intensa i esta situada a la regi6 de ~1700cm™.

Identificacié d’alquenil succinats d’inulina (InASA). Donat que en aquesta tesi
s’han realitzat modificacions quimiques mitjangant reaccions d’esterificacio, I’'IR s’ha
utilitzat principalment per a identificar els carbonils dels grups esters del succinat
d’inulina. El procediment d’analisi utilitzat va emprar un espectrofotometre AVATAR

380-IR NICOLET® per 1’adquisicié dels espectres de transmitancia en un rang de v
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entre 4000-400cm™. Les diferents mostres es van preparar en una dispersié de la mostra
solida en un film de KBr. Després de restar I’espectre corresponent al CO, de 1’aire,
I’espectre de la inulina modificada (InASA) i I’espectre de la inulina sense modificar

(InN25) es van superposar per tal de poder realitzar la comparacio.

Figura 4.11 Espectres de transmitancia de FT-IR en KBr del InN25 i In-OSA superposats.

La Figura 4.11 mostra els espectres de la inulina (blau) i del InOSA (vermell)
superposats. L’espectre de la inulina esta marcat per 1’absorcid caracteristica dels OH
polimérics (tensié O-H, banda intensa entre 3650-3200cm™, deformacio6 en el pla C-O-
H, d’intensitat mitjana a 1648cm™ i tensié C-O banda intensa entre 1260-970cm™) i dels
CH’s i el CH; de la inulina (tensions C-H a 2928cm™). En canvi, I’espectre del InOSA

presenta senyals d’intensitat mitjana corresponents als carbonils dels grups éster i
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carboxilat de la modificacié amb OSA (tensions C=0 (&ster) a 1733cm™ i tensions C-O-

C simétrica i antisimétrica a 1572 i 1413cm’™, respectivament.

Tenint en compte que el producte analitzat conté menys d’un 0.05% de OSA sense
reaccionar com impuresa, la no aparici6é del senyal intens de 1’acid carboxilic (tensio
C=0, 1730 cm™") indicaria que el COOH lliure del succinat esta majoritariament ionitzat

en forma de sal carboxilica.
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4.5 CARACTERITZACIO FISICOQUIMICA DELS DERIVATS

HIDROFOBS DE LA INULINA (HMI)

4.5.1 Tensiometria per a la determinacio de I’activitat superficial

La variacio de la tensid superficial en funcidé de la concentracio dels HMI es va
mesurar en un tensiometre automatic Kriiss K12 amb una placa de Wilhelmy,
d’estructura rectangular de plati i de dimensions conegudes. El principi del métode de

Wilhelmy'"® per la mesura de la tensié superficial (y) es mostra en la Figura 4.12.

Haea de Withelmy

\- P=2l-yoos 8
e

Ligiud L

Figura 4.12 El métode de la placa de Wilhelmy per la mesura de y.

La Figura 4.12 representa una fina placa vertical suspesa a la superficie d’un liquid
des del brag d’una balanga. La posici6 de la part inferior de la placa esta en el mateix pla
que la superficie horitzontal del liquid al voltant de la placa. En aquest sistema, la tensio

superficial i I’angle de contacte impliquen la formacio del menisc. A 1’equilibri, el pes
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del menisc s’iguala a la for¢a ascendent exercida per la superficie del liquid en contacte
amb la placa. En aquest punt, assumint que la balanga s’ha tarat préviament a la
formacié del menisc 1 que I’angle de contacte és proper a 0, la y es pot calcular

mitjancant la segiient equacio:

P 6~0 P
/4 7.

:2-Z-cos€ f 7/2—1 Eq. 4-6

On la tensi6 superficial ¥ (mN/m) és igual al quocient entre el pes del menisc (mN) i

el perimetre de placa derivat de la longitud de la placa (/) i I’angle de contacte (6).
El procediment utilitzat fou el segiient:

Abans de preparar les diferents solucions del producte a estudiar es va comprovar que
la tensié superficial de 1’aigua a 25°C utilitzada fos superior a 71.4 mN/m''’. Tenint en
compte el pes molecular mig del producte sintetitzat es van preparar solucions a
diferents concentracions de producte entre 10° i 10' mM. A continuacid, de menys a
més concentrada (per evitar contaminacions) es va mesurar la tensio superficial a 25°C
cada 15 min aproximadament, considerant que s’havia assolit 1’equilibri entre la
interfase 1 el si de la dissolucid quan la desviacié estandard dels valors obtinguts era

igual o inferior a 0.5 mN/m.

4.5.2 Reologia per a la caracteritzacio dels HMI en solucio

L’estudi reologic es va realitzar a partir de les viscositats newtonianes obtingudes de
solucions aquoses d’HMI i de la inulina sense modificar (InulinaN25) a diferents
concentracions. La viscositat de tots els sistemes estudiats es va determinar imposant un

esfor¢ (o) 1 mesurant una velocitat de deformacidé () amb un reometre rotacional
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StressTech Rheologica® equipat amb un sistema de posicionament automatic i un

sistema Peltier de regulacié de temperatura.

Per tal d’assegurar la maxima sensibilitat i precisio dels experiments es va utilitzar
una geometria de cilindres concentrics (CC15) per les solucions fluides i una geometria
de con-pla (C 25 2) per les viscoses. Els experiments es van realitzar a la temperatura de
treball utilitzant una rampa de 40 esforgos creixents i continus entre 0.06 — 10 Pa per les
solucions fluides, i entre 0.15 — 50 Pa per les solucions viscoses. En tots els
experiments, cada esfor¢ es va aplicar durant el temps suficient per tal que les velocitats

de cisalla (7 ) mesurades per cada esfor¢ no variessin significativament una de 1’altra.

R
R>

v

v

-"\-\.\_\_\_\_\VH_._'_,_#—".

Cilindres concéntrics Con1pla

Figura 4.13 Dibuix esquematic de les dues geometries utilitzades per mesura la viscositat.

1) Cilindres concentrics

En la geometria de cilindres concéntrics 1’esforg aplicat 6 (N/m?) a una posicio6 r del

centre es calcula com la forca aplicada (F) per unitat d’area (A):

s ELMIr g
A 2n-r-L
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on la forca es el parell o moment de forces M al radi r i I’area és 2nrL. La velocitat de
cisalla a un radi determinat r es calcula assumint que els elements de fluid es mouen en
cercles entorn de I’eix comu a una velocitat que €s funcio6 del radi r. Utilitzant la llei de
Newton per la qual I’esfor¢ aplicat és igual a la velocitat de cisalla multiplicat per la
viscositat aparent del fluid (n), la seglient equacio permet trobar la velocitat de cisalla:

-1

2Q( 1 1

= y(r)= ( — ] Eq. 4-8
PR R

On Q és la velocitat angular del cilindre exterior, 1 R, 1 R; els radis dels cilindres.

Notis que tant el valor de y com o sén funcid del radi. Per aixo, si la diferéncia entre

els radis dels cilindres es suficientment petita (<1%), la mitjana de la velocitat de cisalla

1 I’esforg aplicat, la viscositat es pot calcular de la seglient manera:

R
(=9 -2
(o) R, - R,
— - :> E . 4_9
V2 M
(o) = 5
AnR; L

2) Geometria con-pla
Per la geometria de con-pla I’esforg aplicat 6 (N/m?) es calcula tenint en compte que
el moment de forga total és la suma de moments al llarg de tot el radi r, aleshores:

aziz? Eq. 4-10

Com que ’angle 0 és petit, sin 0 ~ 0 1 la velocitat de cisalla és igual a:

y=—— = Eq. 4-11

Aleshores, la viscositat aparent s’obté del quocient entre ¢ 1. Les unitats del sistema

internacional de la viscositat son Pa-s.
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4.5.2.1 Preparaciéo de mostres

Per solubilitzar completament els polimers, la suspensid resultant de mesclar el
polimer en aigua es va escalfar a 85° C durant 10 min 1 després es va refredar
rapidament en un bany 0° C. En I’estudi de la interaccié dels derivats d’inulina amb
sistemes vesiculars (DDAB), les mescles a les concentracions desitjades es van preparar
a partir de solucions concentrades dels constituents de la mescla: InEC12-DDAB, SP1-
DDAB, Inulina(N25)-DDAB 1 DDAB sense polimer. Per tal d’aconseguir que les
mostres més viscoses fossin homogenies, els constituents es van mesclar, centrifugar 1
sonicar repetidament fins que en observar les mostres en un microscopi optic de llum

polaritzada no s’apreciaven diferencies significatives.

4.5.2.2 Calcul de la fraccié en volum, ¢

Per caracteritzar la reologia d’un sistema s’ha de saber com es reparteixen les

particules el volum del sistema. La fraccid en volum ¢ ¢és la relacié en volum del

constituent d’'una mescla respecte la suma de volums dels constituents abans de la

mescla. ¢ dona informacid sobre la distribucid de les particules en el sistema i1 és un

parametre imprescindible per entendre el comportament reologic d’una dispersid. Per

definicié ¢ = nxVp on n és el nombre de densitat (nimero de particules dispersades per

unitat de volum) i Vp el volum de la particula dispersada.

El calcul de la ¢ de la inulina tenint en compte la seva estructura quimica 1 la

concentracid en el medi (concyoimer) €5 presenta a continuacio:

3
_ concpolimer (g/m )

=XV M jina = % 6.02-10% (mol ™ Yx VM 1y 1ina (m° Eq. 4-12
¢ n inulina PM (g/mol) (WlO ) inulina (m ) q

polimer
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El pes molecular (PM) de la inulina s’ha calculat a partir del grau de polimeritzacié
mig de la inulina (GP~25) i el pes molecular d’una unitat de fructosa anhidre (UFA)

mitjan¢ant la segiient equacio:

PM,

inulina

=GP x(PMp,) = 4050 g/mol Eq. 4-13

El volum molecular (VMiniina) s’ha calculat a partir de la densitat de Ia

inulina p° =1.63 g/ml, el grau d’hidrataci6 corresponent a cada unitat de fructosa
anhidre (GHyra~5), 1 el volum ocupat per una molecula d’aigua (Vu,0~0.030 nm’)

mitjangant la seglient equacio:

PMinu ina (g/mOI) —
VM iiting =5 1 5 x107° 4+ GPx GH ypy x Vi
Pinulina (g / ml) X 6502 -10 Eq 4_14
VM ~8-1072" m> / mol

inulina

En el cas de la inulina modificada, el PM i el VM s’han calculat a partir del PM;yying 1
el VM;uuima calculats anteriorment i se li ha sumat la part corresponent a la modificacio
hidrofobica tenint en compte que el volum molecular estimat de la part hidrofoba
correspon a la suma dels volums ocupats pels metilens (Ve ~ 0.027 nm’) i pel metils

(Vcus~ 0.055 nm3) de la cadena'®.

4.5.3 Preparacio d’emulsions oli en aigua

El poder emulsionant dels productes sintetitzats es va determinar com el temps que

una emulsid oli en aigua preparada amb els HMI durava sense separar de fases.

Les emulsions oli/aigua es van preparar al 50% (v/v) a escala de 50 mL de la segiient
manera: 0.5 g de tensioactiu d’inulina es va dissoldre en 25 mL d’aigua desionitzada, a
la qual se li van afegir 25 mL d’oli Isopar M. En la preparacié es va utilitzar un

homogeneitzador d’elevada velocitat (CATx620) en un procediment d’agitacions
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successives, de manera que: En primer lloc, durant 2 min la fase oliosa es va addicionar
poc a poc sobre la solucié aquosa de tensioactiu a 9 500 rpm. En segon, I’emulsio6 es va
abocar del matra¢ de 50 mL a un de 100 mL i es va continuar la mescla durant 1 min a
13 500 rpm, 45 seg a 20 500 rpm i, finalment, a 24 000 rpm. L’emulsi6 resultant es va
dividir en dues parts, una guardada a temperatura ambient i I’altra a 50 °C. Les mostres

es van observar peridodicament cada setmana per comprovar I’estat de 1’emulsio.

4.5.4 Microscopia optica

Es van utilitzar tecniques de microscopia Optica per determinar la composicio de fases

de tot tipus de sistemes dispersos observats durant la tesi.

4.5.4.1 Microscopia de llum polaritzada

Per observar els canvis de fases del medi de reaccid en funcié de la temperatura, es
va utilitzar un microscopi optic Leica REICHERT POLYVAR 2, equipat amb
polaritzadors de llum creuats, prisma de contrast interferencial, objectius de immersio 1
objectius de contrast de fases. El microscopi disposava d’un sistema Peltier de
calefaccid6 LINKAM PE 94, una videocamera digital Sony CCD-Iris conectada a un
ordenador mitjangant un adaptador de camera Sony i un captador d’imatges Leica

IM500.

4.5.4.2 Microscopia de fluorescéncia

Una técnica de microscopia Optica de tinci6 amb el colorant Roig del Nil (7-
dietilamino-3,4-benzofenoxazin-2-ona) es va utilitzar per tal de poder observar els
agregats del tensioactiu (DDAB). La caracteritzacié de les mostres de sistemes HMI-

DDAB es va dur a terme en un microscopi Olympus BX51M equipat amb una lampada
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de mercuri-UV (100 W Ushio Olympus) 1 un filtre del tipus MNIBA3 (470—-495nm

excitacié 1 505 nm mirall dicromatic).

FPart hidréfila (cap)
H.O Ialalalelalslsls L]
9 .".".I'_'I"'I'_'.I_II
Part hidrofoba (cues) " 50060600666
s + E=hv
Hg.C'ﬁ"hi -‘-'\;w_.d_.-‘-\.D.-‘-'qw_.__.-ﬁ-D

Hie” Dlile Eed

Figura 4.14. Mecanisme d’acci6 del Nile Red en preséncia de bicapes formades per DDAB.

Com il-lustra la Figura 4.14, quan les molécules de DDAB entren en contacte amb
I’aigua formen unes superestructures anomenades vesicules. Les parets de les vesicules
estan constituides per bicapes de manera que la part hidrofoba del tensioactiu ocupa el
pla interior i la part hidrofila I’exterior. Les regions hidrofobes de les bicapes poden
solubilitzar substancies apolars, de manera que el tint Roig del Nil s’hi pot solubilitzar.
Aquest €s un fluordfor apolar que pot absorbir energia luminica a longituds d’ona de
I’ultraviolada i després emetre-la (per fluorescéncia) a longituds d’ona al infraroig
proper. Gracies a aquesta propietat quan les vesicules s’irradien amb llum ultraviolada
les regions apolars d’aquestes es veuen acolorides a través del microscopi. El

procediment per preparar les mostres abans de I’observacié fou el segiient:
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Figura 4.15Exemple de microfotografia de DDAB a 126 mM obtinguda per microscopia de tincié
amb Nile Red (a dalt). Resultat del tractament d’imatge després de la separacio del canal vermell de
la resta de colors (a sota). La barra de referéncia sé6n 5 micrometres.

Sobre un portaobjectes, la mostra 1 una solucid al 5% de Roig del Nil en aigua es van
posar a parts iguals (20 pL). Despreés, un cop coberta, la mostra es va introduir al
microscopi. Com mostra la Figura 4.15, les fotografies obtingudes es van tractar amb el
programa Imagel per separar el color roig dels altres canals de color, de manera que la
intensitat de llum de la fotografia en blanc i negre correspon a la intensitat de la llum

emesa pel colorant.
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4.5.5 Mesures de SAXS per a la resolucio estructural de sistemes

DDAB-HMI.

La resolucié de sistemes aquosos DDAB-HMI es va realitzar a partir de les mesures
de difraccio i dispersio de raig-X a angle petit (SAXS). El patrons de difraccid es van
obtenir amb un difractometre S3 MICRO (Hecus X-ray systems GMBH Graz, Austria)
amb una font de raigs X GENIX-Fox 3D (Xenocs, Grenoble). Un sistema de
focalitzacié mitjancant miralls que produeix un feix quasi puntual amb una A = 1.542
nm (Cu Ka) amb una puresa superior al 97% 1 un Kp menor al 0.3%. La intensitat
transmesa es va detectar usant un PSD 50 Hecus. La temperatura es va controlar per
mitja d’un Peltier TCCS-3 Hecus i les mostres es van introduir a través d’un capil-lar de

vidre.

Les corbes o patrons de difraccio de SAXS es van representar en escala absoluta
(utilitzant el valor de transmitancia de la mostra, del capil-lar de vidre i de I’aigua) en
funcié del modul del vector de difraccid ¢ dins un rang des de 0.08 fins a 6.0 nm™ de

manera que les distancies entre plans analitzades varien entre 60.0 1 1.1 nm.
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5 Resultats i discussio

5.1 CARACTERITZACIO DE LA MODIFICACIO HIDROFOBICA

PER L’EFICIENCIA DE REACCIO (ER)

Un dels principals objectius d’aquesta tesi doctoral és el disseny d’un procés
d’obtenci6é en medis de reaccid aquosos de derivats hidrofobs de la inulina en base a
I’estudi de la influéncia de diferents parametres experimentals sobre 1’eficiéncia de

reaccid un cop consumit tot el reactiu hidrofob.

En aquest capitol es presenta /’eficiencia de reaccio (ER) com una caracteristica
equivalent a la constant cinética de les reaccions entre molecules de baix pes molecular.
Com s’indica en D’apartat 4.4.3.1, la seva determinacid es pot realitzar a partir de
I’analisi quimica del producte final, de manera que la seva utilitzacié per optimitzar les
reaccions de modificacié hidrofobica resulta més rapida i senzilla que en el cas de la

constant cinética.

Si considerem que tant 1’eterificacid com 1’esterificacid de la inulina sén reaccions
que tenen lloc en un sistema d’» nucleofils (OH’s de la inulina com a Nu;) en excés
respecte ’electrofil (reactiu hidrofob com a E), es pot plantejar com un sistema de
reaccions competitives de segon ordre que, degut a 1’excés del nucleofil respecte

I’electrofil, es comporten com un sistema de reaccions de pseudoprimer ordre.
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P dc n
n-1 n_ 9 S Cp Eas
dt dt 5 !
Pn
. Nun—l kn-] N f n no,
U, YkiCy, =Yk;=k Eq.52
k, i=0 b0
E CN”; >Cp —> & = ];(_I ong; éslaconversiodelreactiu. ~ Eq.5-3

v ®kCyp = Cp=Cp(0)e™ Eq.54

Cp =Cp(0)+Cr(0)-¢;-(1-) Eq.5-5

> DelEq.5,quan: Cp(0)=0 ; t—»>o —> Cp=Cg(0)¢; Eq.56

> Aleshores, 100x¢; = Eficiéncia de reaccio (RE, %) Eq. 5-7

Figura 5.1. Sistema d’equacions que defineix un medi que conté n nucleofils (Nu;) en excés
respecte ’electrofil (E) que s’introdueix posteriorment.

En un sistema com el de la Figura 5.1, substancies electrofiles (E) com els 1,2-
alquilepoxids o els anhidrids de 1’acid alquenil succinic poden reaccionar amb qualsevol
dels n nucleofils presents en el medi. Com indica I’eq.5-1, la concentracid d’electrofil va
decaient amb el temps i es va formant una barreja de productes (P;), la composicid final
de la qual vindra marcada per diferents variables com el temps transcorregut, la

concentracio de cada nucleofil 1 la reactivitat del reactiu amb cada nucleofil.

Donat que la concentracid del nucleofil és molt major que la de I’electrofil, la
concentracid inicial del nucleofil no varia significativament amb el temps i es pot
englobar en una constant £’; (Eq.5-2). Aplicant aix0 mateix per tots els altres nucleofils,
es dedueix que el sumatori de £’; correspon a la constant cinética global &, i que la
relacio entre £’; 1 k correspon a la conversid ¢ per cada una de les reaccions del sistema

(Eq.5-3). Finalment, de 1I’Eq.5-4 1 I’Eq.5-5 s’obtenen la concentracié de E 1 la
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concentracio del P;, respectivament, en funci6 del temps, les condicions inicials (Cg(0),

Cpi(0)) 1 la conversio de la reacciog.

5.1.1 El grau de substitucio

El grau de substitucié (GS) €s el nimero de cadenes alquiliques introduides per unitat
de fructosa anhidre (UFA) del polimer d’inulina i permet valorar la conversié del
reactiu. Durant la reaccio, el GS parteix de 0 1 va augmentant progressivament el seu
valor fins que ja no queda més reactiu per reaccionar, moment en el qual el GS assoleix
el seu valor maxim. ElI GS ¢és facilment caracteritzable per espectroscopia del producte

final purificat (veure 4.4.3.1).

A partir de la relaci6 molar entre la concentracid inicial d’electrofil (Cg(0)) 1 la
concentracid inicial de nucleofil (UFA) s’obté yy que correspon al grau de substitucié
teoric si la eficiencia de reaccid fos del 100%. xo es calcula tenint en compte tota la
quantitat d’epoxid afegida a la mescla de reaccio, encara que I’addici6 s’hagi realitzat
per etapes (gota a gota). Per exemple, en la reaccié d’eterificacié de la inulina, les
variables del sistema son les segiients: E: 1,2-alquilepoxid ; P;: cadenes B-hidroxialquil

¢ter ; Nu;: hidroxils del polimer de inulina (tres per unitat de fructosa). De manera que:

_mol 1,2 - alquilepoxid (t = 0)
& mol UFA

N°¢ de 1,2 - alquilepoxids inicials per UFA

_ mol B - hidroxialq uil éter
mol UFA

GS

0<GS<3 = N°decadenes p - hidroxialquil éter per UFA

Per la reaccio d’esterificacid es poden aplicar de la mateixa manera assumint que la
suma de les diferents addicions successives de reactiu (ASA) correspon als mols inicials

de reactiu ().



104 RESULTATS I DISCUSSIO

Aleshores, es pot determinar la conversio del reactiu (¢;) a través de les segiients

equacions:

GS =GS(0)+ g -4 -(1—e ™) Eq. 5-5'

GS(0)=0 ; t=0 = (GS), 0 =820 =GSrmuL Eq. 5-6'

5.1.2 Eficiéncia de reaccio (ER)

Des del punt de vista d’enginyeria ’ER ens ddna informaci6 sobre la conversié d’una
determinada reaccid. Es calcula com la relacié molar entre el nombre de cadenes que

s’han unit a la inulina (P; o« GS) 1 el nombre de reactius hidrofobs introduits inicialment

(Cg(0) oc GSieoric), veure 4.4.3.1.

La conversio ¢ és la fraccio d’electrofil que es va convertint en un determinat
producte. Per aixo, el valor (/-¢;) representa la influéncia que exerceixen els altres
nucleofils en la reaccid d’estudi. Aleshores, valors de ¢ iguals o propers a 1 indicarien
una eficiencia maxima i un influéncia nul-la dels nucleofils competidors en el medi de
reaccid. Per un mateix electrofil, el parametre ¢ depeén del poder nucleofil (que
augmenta amb la basicitat del nucleofil) 1 de la concentracié relativa de cada nucleofil
en el medi de reacci6. Com veurem en els seglients capitols I’eficiencia de reaccid
també es pot augmentar modificant els parametres que influeixen en la velocitat de
reaccié (k;) d’una determinada reaccié com per exemple la polaritat del medi, la

temperatura o la preséncia de tensioactius en el medi entre d’altres.
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5.1.3 Temps de reaccio

Donat que en aquest tipus de reaccions es busca convertir la maxima quantitat
d’electrofil en un producte determinat, es defineix el temps de reaccid com el temps
necessari per convertir el 99% de I’electrofil inicial o, el que és el mateix, moment en el
que la concentracid d’electrofil és inferior al 1%. Tal concentracid s’ha detectat

mitjangant tecniques de cromatografia com la CCF 1 ’'HPLC (especificades al 4.4.2).

En situacions on les reaccions sén extremadament lentes'?' aquesta técnica és poc
precisa, 1 segurament seria millor utilitzar el temps de semivida (¢;,=1/k), pero degut a
la dificultat de realitzar el seguiment complet de la reaccid, aquesta opcid va ser
desestimada. El problema és que en reaccions lentes, si la reaccid es para abans d’hora
el valor d’eficiéncia de reaccid esta subestimat. Per tant, es podria donar el cas que en

un medi de reacci6 en abséncia de nucleofils competidors, I’ER fos inferior al 100%.
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5.2 ETERIFICACIO DE LA INULINA AMB 1,2-ALQUILEPOXIDS

L’objectiu d’aquest capitol fou dissenyar un procés quimic d’obtenci6é en medi aquos
1 en un sol pas de B-hidroxialquil eters d’inulina per la reaccid d’obertura d’anell entre

els 1,2-alquilepoxids hidrofobs i els dels hidroxils de la inulina en medi basic.

El disseny del procés s’estructura en base a I’estudi de la influeéncia dels diferents
parametres de reaccid sobre 1’eficiéncia de la reaccidé d’eterificacio, estimada a partir de
I’analisi de 1’espectre de RMN-'H del producte final purificat. Els p-hidroxialquil éters

d’inulina amb diferent cadena hidrofoba proposats son els descrits a la Figura 5.2.

(" a CH,OPh
(g)H b CH,0(CH,)7.4CH;
GFH{OgHng-R)x R: Alkyl < € CHy(CH,),CHj
d CH,(CH,)3CH;
! \_ € CHy(CHy)o(CHj

f CHp(CHj)16CH33

g CH)(CH2)24/28 CH3

Figura 5.2. B-hidroxialquil éters d’inulina de diferent cadena hidrofoba proposats: p-hidroxi-3-
fenoxipropil (1a, InPGE); B-hidroxi-3-[Cs-Cyg]-alcoxipropil (1b, InGECsg;), B-hidroxioctil (1c,
InEC;s), B-hidroxidodecil (1d, InEC,,) i B-hidroxitetradecil (le, InEC,,) éters d’inulina. La x
correspon a nombre de cadenes introduides per unitat de fructosa de la inulina (GFnOH).

Des d’un punt de vista sintetic, la modificacié hidrofobica consisteix en introduir
cadenes hidrofobes a la inulina. Des dels inicis, la modificacié amb 1,2-alquilepoxids
amb cadenes hidrocarbonades llargues ha esdevingut una etapa limitant en el

desenvolupament d’aquests productes.

Abans d’entrar de ple en la discussid de resultats dedicarem un espai a considerar

alguns antecedents de la reaccid d’eterificacid de la inulina:
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L’eterificacio de la inulina en solucid basica aquosa va ser descrita per primer cop per

122 1 123

Tomecko i Adams ““ el 1923 i posteriorment, per Schacht et a el 1984 usant bromur
d’allil 1 epiclorhidrina, respectivament. Perdo no va ser fins ’any 1995 que Kunz i
Haji'** patentaren D’obtencié de p-hidroxialquil éters d’inulina a patir de 1,2-
alquilepoxids en medi aquds en preséncia hidroxid sodic com a catalitzador. Tot i aixo,

aquest metode presentava alguns inconvenients que limitaven la seva utilitzaci6 a escala

industrial. Els principals problemes d’aquest métode son els segiients:

(1) Tant la reactivitat com la solubilitat en aigua decreixen a mesura que la longitud
de cadena de I’epoxid és més gran. Aixi, mentre els epoxids solubles en aigua com
I’0xid d’etilé o propilé donen lloc a eficiéncies per sobre del 70%, altres epoxids menys
solubles, com el 1,2-butilepoxid o 1,2-hexilepoxid, reaccionen amb eficiéncies no

superiors al 40%.

(2) La purificaci6 del producte final per precipitacié en solvent organic, per exemple
amb acetona, diclormeta o éter, és ineficient degut a la formacié d’alquil(etilenglicols)

per reaccio de 1’epoxid amb aigua.

(3) La mescla de reaccid adquireix una coloracié marrd fosc durant la reaccid la qual
cosa feia sospitar que en el medi de reaccid es generava algun altre subproducte, de

dificil identificacio, que dona un color marré al producte final.

L’any 2004, el métode descrit per Kunz i Haji va ser millorat per Rogge et al.'* pels
1,2-alquilepoxids de cadena curta com 1’0xid d’etile o de propile. El nou metode es
basava en la utilitzacié d’un dissolvent organic polar (NMP) anhidre (% humitat <
0.05%) a 80°C i 0.1 equivalents. de catalitzador (Et;N) com a medi de reaccio.
D’aquesta manera s’evitava la formacio de glicols, perd no solucionava el problema de
la coloracié. Com a alternativa al métode de purificacié amb dissolvent organic, es va

intentar purificar el producte final per extraccid solid-liquid amb anhidrid carbonic
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supercritic, pero els resultant foren similars als obtinguts per precipitacio en diclormeta i

I’acetona.

Actualment, les limitacions dels metodes existents no permeten la modificacié de la
inulina amb 1,2-alquilepoxids de cadena llarga. El seu potencial en aplicacions com
estabilitzants d’emulsions, additius en la industria del textil i el paper o ablanidors de
polimers termoplastics entre d’altres, estimula la recerca de noves rutes sintetiques que
permetin la introduccié de cadenes més hidrofobes a 1’esquelet de la inulina mitjangant

metodes més eficagos i nets, acceptables mediambientalment.

2
cO /—\
¥~ Base s TR © Base-H" OH
GFn-OH GFn-O —————> GFn—OQ\R GFn—OQ\R
1 Koy 1* SN Kqu
eq 3* 3
O
OH AN R OH
GFn—O\)\ - GFH{O$R )
R B
GS
3 4

Figura 5.3. Mecanisme de la reaccié d’eterificacio de la inulina (GFn) a partir de 1,2-aquilepoxid
en preséncia d’una base.

Com es pot observar en Figura 5.3, la base realitza una primera etapa d’activacio de la
inulina [1] on, els hidroxils de la polifructosa augmenten la seva nucleofilia mitjangant
un equilibri acid-base (K.q1). A continuacid, la preséncia d’una molécula de 1,2-
alquilepoxid [2] en les proximitats de la inulina activada [1'] desencadena un atac
nucleofil sobre el carboni menys substituit del grup epoxid. Una de les col‘lisions doéna
pas a la formaci6 de I’intermedi ionic [3°] per un mecanisme SN, d’obertura d’anell.
Finalment, I’intermedi [3] es neutralitza amb el proto de la base i es converteix en el B-
hidroxialquil eter d’inulina [3]. Un cop s’ha introduit la primera cadena, els hidroxils del

B-hidroxialquil eter d’inulina [3] poden seguir reaccionant de la mateixa manera que
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qualsevol altre moleécula d’inulina fins a consumir la totalitat de les molécules de 1,2-

alquilepoxid que hi hagi en el medi i obtenir el producte final [4].

Quan es duu a terme una reaccié d’aquest tipus, cal tenir en compte que tot nucleofil
present en el medi €s susceptible de reaccionar amb el grup electrofil (epoxid) i1 per tant,
exercira certa competencia al nucleofil principal (inulina). A la Figura 5.4 es mostren les
reaccions competitives que poden tenir lloc amb el 1,2-alquilepoxid en medi basic aquos

durant el procés d’eterificacié de la inulina.

R=Me,Et O+H
GFn(O/\rOH)GS ———— a0 Y +x Jas
1 R ¢ R
6

a Base/GFn-OH

d 0 —
OH Base/H,0 OH R=Me,Et O+H
Base -« A —_— HO/\r E— H'(O/\r X
Base R b c R
R R
2 3
7
d | Base/R'OH

RO /\R,/OH R'=I\C/[e,Et R'O /TOR'

4 5

Figura 5.4. Reaccions quimiques del 1,2-alquilepoxid en aigua durant el procés d’eterificaci6 de
la inulina en medi basic.

Com es pot observar, a part de D’eterificacié6 amb la inulina (reaccié a) que s’ha
explicat anteriorment, en preseéncia d’aigua es pot produir la hidrolisi de I'1,2-
alquilepoxid (reaccié b) donant lloc a la formaci6 de 1’alquilenglicol [2] corresponent.
Per epoxids de cadena curta (R:Me,Et) on, la reaccié d’eterificacid és molt rapida,
I’intermedi i0nic pot actuar com a nucleofil 1 produir la polimeritzacié de I’epoxid

(reaccio c 1 ¢’) generant els corresponents polialquilenglicols, [6] 1 [3]. Per altra banda,
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si la reaccid es duu a terme en medis que contenen alcohols de cadena curta, com per
exemple MeOH o EtOH, és possible que siguin activats per la base, generant els
productes [4] i [5]. I per ultim, la base també pot actuar com a nucleofil competidor (
reaccié d). Aquesta ultima reaccidé s’haura de tenir molt en compte, ja que en les
eterificacions amb epoxids de cadena llarga sera precis usar una base com a catalitzador.
Les reaccions secundaries es poden minimitzar si 1’eterificacio de la inulina es duu a

terme en dissolvents organics aprotids anhidres 1 a concentracions catalitiques de base.

5.2.1 Reactivitat dels 1,2-alquilepoxids vers la inulina

5.2.1.1 Influéncia de la cadena

La sintesi de B-hidroxidodecil eter d’inulina es dugué a terme inicialment en (NMP)
anhidre a 80°C en presencia de 0.1 equivalents de Et;N seguint el metode establert per
Rogge et al. per a I’0xid de etileé o de propile, explicat anteriorment. La caracteritzacio
per RMN-'H del producte marré obtingut indica que durant la reaccié la inulina queda
practicament inalterada amb tan sols una eficiencia d’eterificacio d’un 3% despres

d’unes 3 hores de reaccid (Taula 2, entrada 0).

Es van realitzar diferents experiéncies en NMP anhidre a 80°C usant altres tipus de
catalitzadors organics i inorganics (veure Taula 2, entrades 2-10), alguns d’ells ja
emprats en Deterificacié de la sucrosa'?®. Perd els valors d’eficiéncia obtinguts foren
molt baixos, molt similars als obtinguts per les condicions de partida. Inclis amb temps
de reaccid de 72 h. només s’havia produit un 28% d’eterificacid 1 1’analisi per

cromatografia de capa fina revelava que encara no s’havia consumit tot I’epoxid.

El catalitzador de la reaccidé 6 de la Taula 2 és una mescla que en solucio equival a

LiHCOs que resulta ser una base no gaire més forta que el NaHCO; o la Et3N, pero amb
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la peculiaritat que conté ions liti. Els ions liti en combinacié amb NaHCO;, com passa
amb Desterificacio de la cel'lulosa'®’ en presencia de LiCl i N,N-dimetilacetamida,
podria formar complexes d’activacié amb els hidroxils de la inulina. D’aqui el lleuger
increment en 1’eficiéncia de reaccio fins al 7%. Tot i aixo, 1’Gs d’aquesta base com a
catalitzador en medis aquosos no donava bons resultats, per qu¢ la seva basicitat en
aigua no era suficient per desprotonar la inulina (pKa (HCOs) ~ 10 ; pKa (inulina) ~ 12-

13).

Taula 2. Sintesi de B-hidroxidodecil éters d’inulina (1d, Figura 5.2) en NMP anhidre a 80°C usant
diferent catalitzadors.

N* Reaccio Base Relacié molar Base/UFA’ Temps (hores) ER (%)
0 Et:N 0.1 3 3
1 Et;N 0.01 3 2
2 DMAP 0.01 3 2
3 DABCO 0.01 3 2
4 NaH 0.01 3 1
5 Li,CO; 0.01 3 1
6 NaHCO; + LiCl 0.01+0.1 3 7
7 NaHCO; 0.01 3 2
8 Et;N + LiCl 0.01+0.1 3 1
9 Et;N + DMAP 0.01+0.01 3 4
10 Et:N + DMAP 0.01+0.01 72 28

Relacié molar Epoxid/UFA entre 0.1 1 0.3; Concentraci6 d’inulina 40% (p/p).
“UFA: Unitat de fructosa anhidre, 162,14 g/mol

"Mitjana de tres experiments. Analisi per RMN-'H en dmso-4 a 50°C.

Pel que fa a la coloracido del producte final, el fet que es produis inclis abans
d’introduir 1’epoxid dins el medi de reaccid indicava que aquesta es produia quan la

inulina entrava en contacte amb la base en presencia del dissolvent. Per aquesta rad, es
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va realitzar un segon intent de reaccio, pero aquest cop amb deu vegades menys de base
(Taula 2, entrada 1). El resultat fou que I’eficiéncia d’eterificacié era molt semblant,

pero el producte final reduia considerablement la seva coloracid.

La comparacid dels resultats de la reaccio amb el 1,2-dodecilepoxid amb els de la
reaccié amb 1I’0xid d’etil¢ o de propil¢ descrita a la bibliografia, ER entre 50-60% en 4
hores evidencia que la reaccié amb 1,2-dodecilepoxid era més lenta que amb I’0xid

d’etilé o de propile.

Donat que les condicions de reacci6 eren les mateixes, les diferéncies de reactivitat
entre els dos tipus epoxids, cadena curta i cadena llarga, es podrien explicar per les
diferéncies entre els coeficients de difusio dels dos epoxids, i també per la possible
formacié de micel-les inverses per part dels epoxids de cadena llarga, que en preséncia

de traces d’aigua es veuria afavorida.

5.2.1.2 Influéncia de la quantitat de base

Degut a la baixa reactivitat del 1,2-dodecilepoxid vers la inulina, els nostres esfor¢os
es van dedicar a millorar I’etapa d’activacio de la inulina mitjangant increments de la
concentracio de base en el medi. Per fer-ho, es van usar mescles H;O-NMP (1:1) en la
sintesi de [-hidroxidodecil éter d’inulina. En aquestes condicions s’aconseguia
solubilitzar la inulina 1 P’epoxid en el mateix medi, tot i que la inulina era
considerablement menys soluble que en el medi NMP. Per aquesta rad, la sintesi es va

realitzar a concentracions d’inulina al 10%.

La Taula 3 mostra les eficiencies de reaccid obtingudes en la sintesi de B-
hidroxidodecil ¢ter d’inulina en mescla HO-NMP (1:1) usant diferents catalitzadors
basics en diferents concentracions. Com es pot observar, les reaccions amb bases

organiques no ioniques (Taula 3, entrades 17-19) van donar resultats molt similars als
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obtinguts en NMP anhidre. Encara que tot i1 el dissolvent organic, la relacidé molar

d’aquestes bases només es va poder augmentar fins a 0.1.

Taula 3. Sintesi de p-hidroxidodecil éter d’inulina en mescla H,O-NMP (1:1) usant diferents
catalitzadors basics.

N?* de reaccid Base Relaci6 molar Base/UFA” Temperatura(°C) Temps (h) ER (%)'
11 — 0 80 18 0
12 KOH 0.2 80 18 0
13 KOH 0.4 25 18 0
14 KOH 0.4 80 18 22
15 KOH 0.6 80 18 16
16 KOH 1.0 80 18 9
17 DABCO 0.1 80 18 1
18 DMAP 0.1 80 18 5
19 Et;N 0.1 80 18 2
20 TBAOH 0.8 80 18 23
21 TBAOH 0.8 25 120 96
22 TBAOH 0.8 25 168 56!

Relacié molar Epoxid/UFA entre 0.1 i 0.3; Concentraci6 d’inulina 10% (p/p).
" UFA: Unitats de fructosa anhidre
f Mitjana de tres experiments. Analisi per RMN-H' en dmso-4 a 50°C.

! Sintesi of B-hidroxitetradecil éter d’inulina (le, Figura 5.2).

Contrariament, I’hidroxid potassic (KOH) (Taula 3, entrades 12-16) que era insoluble
en NMP anhidre per sobre d’un 2% (p/p), en H,O-NMP (1:1) la seva solubilitat
s’incrementava per la preseéncia d’aigua. De la mateixa manera, bases ioniques d’origen

128

organic com 1’hidroxid de tetrabutilamoni (TBAOH) “° es podien solubilitzar fins a

elevades concentracions (Taula 3, entrades 20-22).

Increments de la quantitat de KOH (Taula 3, entades 11-16) en el medi H;O-NMP a

80°C no va produir cap efecte significatiu fins que la relacié molar base/UFA no va



114 RESULTATS I DISCUSSIO

assolir valors superiors a 0.4, quan I’eficiéncia de 1’eterificacio s’incrementa de O fins al
22%. Aquest fet es podria explicar per que, en aquest cas, la base no només ionitza els
hidroxils, sind que al mateix temps, també podria contribuir a 1’inflament (swelling) dels
agregats supramoleculars de la inulina, de manera similar a com succeeix amb el
mid6'?. Aixi, a elevades concentracions d’una base petita, com el KOH, les cadenes
d’inulina tendeixen a separar-se les unes de les altres deixant que les molecules de 1,2-
dodecilepoxid reaccionin amb els hidroxils de la inulina. En canvi, a majors
concentracions de KOH, I’eficiéncia de reaccié comenca a decaure degut a la hidrolisi
de I’epoxid per efecte de la base (veure Figura 5.4). Aquest efecte contrari de la base ja
fou observat per Duran i Dellacherie en la modificacié hidrofobica del dextra, un
polisacarid d’origen bacteria. En aquell cas, les reaccions es duien a terme a temperatura
ambient, ja que si s’augmentava la temperatura augmentava la proporcié d’epoxid

hidrolitzat.

5.2.1.3 Influéncia de la temperatura

Per tal de comprovar si un canvi de temperatura podia influir en 1’eficieéncia de
reaccid es van realitzar diferents experiments, a temperatura ambient i a 80°C, en
presencia de KOH 1 TBAOH (Taula 3, entrades 13-14 1 20-21, respectivament). En el
cas del KOH, a temperatures baixes ni la reaccio d’hidrolisi ni la reaccid d’eterificacio
no tenen lloc, en canvi a temperatures altes, I’epoxid si que reaccionava pero la reaccid
d’hidrolisi era més important que I’eterificacio. Com es pot observar, en el cas del
TBAOH la reaccid a temperatures baixes, era molt lenta i requeria aproximadament
unes 120 hores per consumir tot el 1,2-dodecilepoxid (Taula 3, entrada 21) i unes 168
hores en el cas del 1,2-tetradecilepoxid (Taula 3, entrada 21). Malgrat 1’excel-lent

eficiéncia obtinguda, els llargs periodes de reaccid 1 les elevades quantitats de base
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utilitzades poden limitar qualsevol s practic d’aquestes condicions. A temperatures
altes, el comportament observat en el KOH es tornava a repetir, i I’ER no superava el
23%. Aixo0 indicaria que a temperatures baixes el TBAOH és millor catalitzador que el

KOH, pero a temperatures altes el seu comportament €s similar.

5.2.1.4 Conclusions parcials

Les conclusions de I’estudi de reactivitat dels 1,2-alquilepoxids en funcié de la

presencia d’aigua es resumeixen a continuacio,

(1) En dissolvent NMP anhidre no s’ha pogut sintetitzar el B-hidroxidodecil eter
d’inulina. La minimitzaci6 de la reaccidé d’hidrolisi per 1’abséncia d’aigua no
ha millorat PER d’eterificacio, aquest fet es podria atribuir a la possible
formacié de micel'les inverses d’1,2-alquilepoxid en preséncia de traces

d’aigua.

(2) En dissolvent mescla H;O-NMP (1:1) ha estat necessari elevar la concentracid
de la base (catalitzador) per sobre del 5% (p/p) per que els hidroxils de la

inulina puguin reaccionar amb 1’1,2-dodecilepoxid (ER:22%).

(3) La reaccid d’hidrolisi 1 la reaccid d’eterificacid del 1,2-dodecilepoxid son

competitives 1 el balang final depén de la temperatura de reaccid:

a. A temperatures altes, la hidrolisi és més important que 1’eterificacio 1
no hi ha distinci6 entre el TBAOH 1 el KOH com a catalitzadors

basics.

b. A temperatures baixes, s’ha trobat que 1’1,2-dodecilepoxid 1 1’1,2-
tetradecilepoxid reaccionen preferentment amb la inulina del medi (ER

94% 1 56%, respectivament), pero el temps necessari per consumir tot



116 RESULTATS I DISCUSSIO

el reactiu supera els 5 1 7 dies. Tanmateix, aquestes condicions no soén

acceptables a escala industrial.

Aquests resultats han estat publicats a: Morros, J., Levecke, B., Infante, M. R.

Carbohydrate Polymers 81 (2010) 681-686.
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5.2.2 Eterificacio en medi basic aquos

Amb D’objectiu d’incrementar 1’eficiéncia d’eterificacio i reduir el temps de reaccio,
es van intentar trobar les condicions idonies que aconseguissin minimitzar la reaccid
competitiva d’hidrolisi 1 el temps de reaccid. Tenint en compte que les bases ioniques,
KOH 1 TBAOH, presentaven les millors eficiéncies per a 1’eterificacio de la inulina en
mescles HO-NMP (1:1) 1 que el sistema TBAOH en aigua ja havia estat provat amb
poc exit per Durand 1 Dellacherie (reaccid d’eterificacié en medi 100% aquos), la
reaccio es va dur a terme en preséncia d’un 5% (p/p) de KOH (relacié molar base/UFA
de 0.4) com a catalitzador basic. Sorprenentment, en aquestes condicions, el KOH
permetia la solubilitzacio de la inulina fins a valors superiors al 40% (p/p) a temperatura
ambient. Aquest fet podria afavorir la reacciéo amb la inulina degut a la major presencia

d’inulina en el medi 1 a una menor viscositat del medi de reaccio.

En els seglients apartats s’ha estudiat la influéncia de diferents parametres com la
temperatura, les caracteristiques hidrofobiques dels 1,2-alquilepoxids 1 la preséncia
d’isopropanol (IPA) en el medi per tal de trobar unes condicions que en permetin

obtenir els derivats d’inulina amb unes eficiéncies i temps de reaccid raonables.

5.2.2.1 Influéncia de la temperatura

L’efecte de la temperatura en medi basic aquds va ser estudiat a través de la reaccid
d’eterificacié amb un epoxid mitjanament soluble, el fenil glicidil eter (PGE). La Figura
5.5 mostra I’evolucié de la concentracié de PGE en el medi de reaccid durant el temps
de reaccid a dues temperatures diferents. Com es pot observar, un increment de la

temperatura de reaccio de 35 a 80°C resulta en una disminucié considerable del temps
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de reaccio, passant d’unes 30 hores fins a 3 hores, 1 en un increment de I’eficiéncia,
essent del 85% a 80°C i del 67% a 35°C. Tenint en compte que la hidrolisi i
I’eterificacio son reaccions competitives, la diferéncia entre els pendents de les dues
corbes indicarien que en aquestes condicions, un increment de temperatura beneficiaria

P’eterificaciod en detriment de la hidrolisi.

Condicions:

Inulina concentracioé: 40 %
100 lw. —=—80°C Epoxid/UFA 0.1
TTm — m—35°C KOHIUFA: 0.37
\ m NaBH,/UFA: 0.01
| |
R 80
.'9 <4
<>_.<, [}
i’ 60
oy \ 1.65 hours 16.4 hours 50 %
- =
g 40 \ .
c \
@ ]
=} ]
O 20 \ N
] | -—
0 T T T T T T T T T T T T T |
0 5 10 15 20 25 30 35
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Figura 5.5. Evolucié de la concentracié de PGE en el medi de reaccié durant el temps de reaccié
a 35°Ci80°C.

En medis monofasics on tots els components son solubles, la velocitat de reaccid
depén de la velocitat de la constant cinetica 1 de la seva concentracid. En aquest cas,
I’increment de velocitat de reaccio (pendent de la corba cinetica) observat esta dins els
marges normals per un augment de temperatura d’uns 45°C, perd I’increment
d’eficiencia de 67% (35°C) a 85% (80°C) indicaria que a major temperatura

P’eterificacio es veu afavorida.

La reacci6 a 35°C (série vermella) pateix un retardament d’unes 5 hores abans de
comengar a reaccionar. Aix0 podria ser una conseqiiéncia de la particular estructura de
. . . , 130 - . .
la inulina en medi aquds °° ja que a temperatures baixes les cadenes formen petits

agregats supramoleculars que podrien limitar el pas de 1’epoxid pel seu interior. En
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canvi a temperatures de 80°C (s¢rie blava) el retard inicial desapareix i la reaccié esdevé
més rapida. S’ha determinat que a temperatures superiors als 90°C la reaccié d’hidrolisi

comenga a ser mes important, reduint considerablement 1’eficiéncia.

Durant la reaccid a 80°C i a una concentracié del 40% (p/p) d’inulina, el cru de
reaccidé adquireix la coloracid marrd fosc que s’observava en les reaccions en NMP
anhidre. S’observa que addicionant una petita quantitat d’un reductor com el NaBHy la
coloracié disminuia considerablement, probablement degut a la inhibici6é d’algun procés
d’oxidacié amb 1’oxigen dissolt en el medi basic. Més tard es troba que altres autors ja

havien utilitzat una técnica similar anteriorment amb la inulina'>!.

5.2.2.2 Relacio entre solubilitat i reactivitat del 1,2-alquilepoxid

En aquest apartat, la reactivitat de diferents 1,2-alquilepoxids amb diferent solubilitat
va ser estudiada en medi aquos a 80°C. Efectivament, com es pot observar en la Taula 4,
com més soluble 1’alquilepoxid (Taula 4, entrada 23-24), major la seva reactivitat vers
la inulina. Aixi, a longituds de cadena superiors (Taula 4, entrades 25 1 26) la solubilitat

es reduia al mateix temps que ho feia ’eficiéncia d’eterificacio.

Taula 4 Sintesi diferents p-hidroxialquil éters d’inulina en aigua usant KOH (veure Figura 5.2.)

N° de reaccid R Solubilitat en aigua Temps (h) ER (%)
23 CH,OPh + 3 79
24 CH,(CH,),CHj; +/- 14 60
25 CH,O(CH,)7-sCHj3 - 12 9
26 CH,(CH,)sCHj; - 24 3

Relacié molar: Epoxid/UFA entre 0.1 i 0.3; Concentracié d’inulina 40% (p/p). Relacié molar KOH/UFA: 0.4; NaBH4 /UFA: 0.01;
Temperatura de reacci6: 80°C.

En sistemes aquosos on I’1,2-alquilepoxid és molt poc soluble, les reaccions

d’eterificacié tenen lloc a la interfase entre la fase oli (epoxid) 1 la fase aigua (base,
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inulina) 1 en canvi, les reaccions d’hidrolisi poden tenir lloc en ambdues fases, ja que a
diferéncia de la inulina, el KOH es pot solubilitzar parcialment en la fase oli i reaccionar
amb el 1,2-alquilepoxid. Aquest fet provoca que en les condicions de reaccid (5% KOH,
40% inulina, 80 °C), I’eterificacié de la inulina estigui desafavorida en benefici de la

hidrolisi del 1,2-alquilepoxid.

5.2.2.3 Efecte de I’addicio d’alcohol isopropilic (IPA).

Amb D’objectiu de millorar Ieterificacid respecte la hidrolisi, la reaccio es va dur a
terme en preséncia d’IPA com a cosolvent per aixi poder augmentar la solubilitat de
I’epoxid en la fase aquosa. La variacié de la concentracié IPA mantenint la quantitat
d’epoxid va permetre avaluar I’efecte sobre 1’eficiéncia per diferents 1,2-alquilepoxids

amb caracteristiques hidrofobiques diferents.

- —M— 1,2-octilepoxid
85 n —@— 1,2-octilidecil glicidil éter
80 / 1,2-dodecilepoxid
75 —
70
65 - Condicions:
60 - y
55 ] ' Epoxid / UFA: 0.2

n Concentracio d'inulina: 40% (p/p)
ig g ‘/ KOH / UFA: 0.4
40 NaBH,/UFA: 0.01

] Temperatura de reaccié: 80°C

Eficiencia de reaccié (%)

Cosolvent (IPA) / % (viv)

Figura 5.6. Eficiéncia de la reaccio d’eterificacio en medi aquods per diferents 1,2-alquilepoxids
hidrofobs en funcié de la concentracio de IPA en el medi.
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La Figura 5.6 mostra la variacié de I’eficiencia de reaccid en funcid de la
concentracio6 d’IPA en el medi de reaccid6 aquds. En tots els casos, 1’eficiéncia
s’incrementava a mesura que s’incrementava el contingut en IPA fins a un maxim a

partir del qual disminuia fins a valors similars a la reacci6 sense cosolvent.

Com es pot observar en el grafic de la Figura 5.6, el maxim d’eficiéncia esta
estretament relacionat amb les caracteristiques hidrofobes del epoxid. Aixi, per epoxids
menys hidrofobs com el 1,2-octilepoxid (linia negre del grafic) o I’octil/decil glicidil
¢ter (linia vermella) D’increment d’eficiéncia fou d’un 35%, quan per 1'l,2-

dodecilepoxid I’increment només fou d’un 15%.

Altrament, les concentracions d’IPA per maximitzar I’eficiéncia també depenen de la
hidrofobicitat del 1’epoxid. Essent del 5, el 10 i el 20% (p/p) per 1’1,2-octilepoxid,
I’octil/decil glicidil éter 1 1’1,2-dodecilepoxid, respectivament. A concentracions d’IPA
superiors al maxim, altres reaccions secundaries d’obertura de I’epoxid com la hidrolisi
i/0 la alcoholisi comencen a ser més importants (menor eficiéncia) donant com a resultat
grans quantitats de glicols i la necessitat de llargs periodes de purificacié per dialisi. En
resum, 1’eficiéncia d’eterificacié es va millorar gracies a la millora de la solubilitat de
I’epoxid en la fase aquosa de la reaccid mitjancant 1’addicié de les quantitats suficients
d’alcohol isopropilic (IPA). En aquest punt, es van investigar nous sistemes aquosos per
obtenir B-hidroxialquil eters de cadena llarga amb eficiéncies 1 temps de reaccio

raonables.

5.2.2.4 Conclusions parcials

De les reaccions d’eterificacio realitzades en medi basic aquds, s’ha arribat a les

seglients conclusions,
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(1) S’han trobat les condicions idonies per dissoldre la inulina a concentracions
del 40% mitjancant 1’addicié sobre 1M KOH (aq.) en preséncia d’un reductor

(NaBH,4) que ha permés minimitzar la degradacié de la inulina.

(2) En medi 1M KOH (aq.) com més soluble 1’1,2-alquilepoxid, major I’ER%

d’eterificacid de la inulina;:

a. Pels 1,2-alquilepoxids parcialment solubles (fenil glicidil ¢ter, PGE)
I’eterificacid s’ha dut a terme satisfactoriament des del punt de vista

d’ER i temps de reaccid.

b. Pels 1,2-aquilepoxids moderadament hidrofobs (1,2-octilepoxid) la
reaccié esta limitada per I’efecte hidrofobic. Les ER han millorat en
presencia de petites quantitats d’alcohol isopropilic (IPA) que milloren

la solubilitat de I’epoxid en la fase aquosa.

c. Pels 1,2-aquilepoxids més hidrofobs (1,2-dodecilepoxid) la limitacid
per I’efecte hidrofobic és encara més important, i fa que en aigua, ’ER
no superi el 5%. En preséncia d’IPA, ’ER millora perd només fins al

20%.

Aquests resultats han estat publicats a: Morros, J., Levecke, B., Infante, M. R.

Carbohydrate Polymers 81 (2010) 681-686.
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5.2.3 Eterificacio en medi basic aquods en preséncia de tensioactiu

En aquest apartat, 1’objectiu principal fou incrementar I’eficiencia de reaccio dels 1,2-
alquilepoxids més hidrofobs, mitjangant I’addicid de tensioactiu al medi de reaccié. La
presencia de micel-les provoca, en un gran nombre de reaccions quimiques, un augment
significatiu de la velocitat de reaccié'**'**1**13° la qual cosa podria ajudar a assolir
1’objectiu. La capacitat de proveir un entorn favorable per les reaccions desitjades'*, ha

estat estudiada en profunditat.

5.2.3.1 Influéncia de I’estructura i quantitat de tensioactiu

Freqiientment, el remarcable increment de les velocitats de reaccid en preséncia de
tensioactiu prové de la concentraci6 localitzada i1 de la gran proximitat dels reactius. A
través de la solubilitzaci6 micel-lar, adsorcid i la interaccid eclectrostatica amb la
superficie de les micel-les, els components hidrofobs i hidrofils poden interaccionar més

facilment, de manera que la reaccid succeeix més rapidament.

S’ha descrit en nombroses publicacions que la multiplicitat de carregues positives en
la superficie de les micel-les podia catalitzar la reaccio entre anions nucleofils i substrats
no idnics"’. Particularment, a mitjans de la passada década, es va presentar una elegant
metodologia per preparar el dextra modificat hidrofobicament mitjangant la catalisi
basica micel'lar'*®. En aquest treball es va concloure que en preséncia d’una base,
I’addicio de tensioactius cationics promovia la modificacid hidrofobica del polisacarid
dextra amb 1,2-dodecilepoxid a temperatura ambient amb eficiéncies del 16% en 96

hores en 1M NaOH en preséncia de DTAB (relaci6 DTAB/dextra: 0.4 (p/p)).
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Motivats pel treball de Durand, es van examinar diferents parametres com la
concentracio i el tipus tant de tensioactiu com de I’epoxid. Els detalls de la sintesi usant
els tensioactius EC12, CTAB i DTAB amb el 1,2-dodecilepoxid es mostren a la Taula 5,
juntament amb les reaccions en aigua i IPA/aigua (sense tensioactiu) per raons

comparatives.

Taula 5 Sintesi de p-hidroxidodecil ¢ter d’inulina usant diferents tensioactius en medi aquos.

Relacio molar

N* de Reaccid Tensioactiu tensioactin/UFA" Solvent ER (%)'

27 -—- Aigua 5

28 IPA/Aigua* 20
29 EC12 0.1 Aigua 6

30 CTAB 0.1 Aigua 10
31 CTAB 0.05 Aigua 36
32 DTAB 0.05 Aigua 31
33 DTAB 0.1 Aigua 51
34 DTAB 0.2 Aigua 49
35 DTAB 0.1 IPA/Aigua* 6

Relacié molar: Epoxid/UFA 0.2 ; KOH/UFA: 0..37; Concentraci6 d’inulina 40% (p/p); 80 °C, 24hr.
“UFA: Unitats de fructosa anhidre. En tots els casos les concentracions estan per sobre la CMC del tensioactiu.
" Mitjana de tres experiments. Analisi per RMN-H' en dmso-4 a 50C.

Soluci6 al 20% (p/p)de Alcohol isopropilic (IPA) en aigua.

En primer lloc, es va seleccionar el tensioactiu InEC;, que correspon justament al
producte de la reaccio d’eterificacid (el B-hidroxidodecil éter d’inulina). Amb aquest
experiment, es volia comprovar si existia algun tipus d’autocatalisi per efecte de les
propietats emulsionants del producte de reaccid. El resultat obtingut (Taula 5, entrada
29) fou que ni I’eficiencia de reaccid ni el temps de reaccid es veieren modificats

respecte de la mateixa reaccio en medi basic aquos (Taula 5, entrada 27). A continuacio,
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es van utilitzar tensioactius cationics com el bromur de cetiltrimetilamoni (CTAB) 1 el
bromur de dodeciltrimetilamoni (DTAB) com a catalitzadors micel-lars. Inicialment, el
CTAB es va usar amb una relacio molar tensioactiu/UFA de 0.1 (Taula 5, entrada 30).
Durant la reaccid, el CTAB en contacte amb la inulina generava una solucid viscosa que
al final impedia la correcta agitacid del sistema. El resultat fou que I’eficiéncia no
superava el 10%. En el segiient experiment (Taula 5, entrada 31) la reaccid es va dur a
terme en preseéncia d’una menor quantitat de CTAB respecte la inulina (0.05 relacio
molar CTAB/UFA) la qual cosa evitava la formacié del gel. En aquelles condicions, la
solucié es podia agitar millor i els reactius es podien mesclar correctament amb el

resultat que I’eficiencia d’eterificaci6 d’inulina augmenta fins a 36%.

Per tal d’augmentar el rang usable de concentracié de tensioactiu, es va canviar el
CTAB per DTAB. En DTAB el medi de reaccid era una sola fase i les reaccions es van
dur a terme sense problemes d’agitacio per diferents relacions molars DTAB/UFA
(Taula 5, entrades 32-34). Per la relacié molar DTAB/UFA de 0.05 es va obtenir una
eficiencia d’un 31% (Taula 5, entrada 32), similar a la obtinguda amb el CTAB amb la
mateixa relacid6 molar. Un increment fins a valors de 0.1 o 0.2 produien eficiéncies
majors entorn al 50% en ambdos casos. (Taula 5, entrades 33 i 34). Finalment, es va
provar la reaccié amb DTAB en preséncia de IPA, pero el resultat fou una forta reduccid
de I’eficiéncia de reaccié fins a valors semblants a les reaccions en medi basic aquds

(només H,0).

Aquest ultim experiment mostra la importancia de la preséncia de micel-les
cationiques en la catalisi del sistema estudiat. Es ben sabut que alcohols hidrofils com el
MeOH, EtOH o IPA poden afectar al procés de micel-litzaci6 del tensioactiu per un
augment de la solubilitat dels monomers, 1 per tant a la seva capacitat catalitica i

solubilitzadora'®’.
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Els bons resultats obtinguts amb tensioactius cationics demostren que en presencia de
tensioactius I’eterificacid és possible gracies a la carrega positiva del cap polar, la qual
cosa indicaria que les micel-les catidoniques no només exerceixen un efecte catalitzador
gracies a la capacitat solubilitzadora, sind que també hi podria tenir lloc un complex

activat amb la inulina que facilités I’eterificacio.

/' HO
K'OH /
/

_ £ cHoH
CHPH \LDO— Ko
H o~ on
h—lgo‘ OH
: Tl

Micelle

Micelle-water
Interface

Water

Figura 5.7. Representacié esquematica de I’equilibri dinamic aquds de la inulina en medi basic
aquos en preséncia de DTAB.

5.2.3.2 Proposta de mecanisme de reaccio en preséncia de tensioactius cationics

Tenint en compte que I’efecte de les micelles de DTAB pot ser atribuit tant a
interaccions electrostatiques (inulina/DTAB) com a interaccions hidrofobiques

(epoxid/DTAB) s’ha proposat un mecanisme de reaccio pel sistema estudiat.

La Figura 5.7 mostra ’equilibri dinamic aqués de la inulina en preséncia de KOH 1
DTAB. En primer lloc, la inulina [1] es converteix en una forma més reactiva amb els
seus hidroxils ionitzats [2], a través d’un equilibri acid-base per accié de la base (KOH)

concentrada. La inulina ionitzada [2] pot unir-se a la interfase cationica de les micel-les
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principalment per interaccions electrostatiques, formant un complex activat [3] entre la
inulina 1 les molécules de DTAB. Quan la inulina s’uneix per interaccions
electrostatiques a la superficie de la micel‘la, el poder nucleofil del hidroxils ionitzats
[2] podria ser augmentat pel desplagament del corresponent catié potassi (K') i les

molecules d’aigua degut al bescanvi de cations.

OH X
y o o
D — —80-86°C _. o _ ' _on
wie g
HC C R ! OCH,CH R + HOCH,CH R
T H Qa 2 2
q
0 O on DS
CH,OH

R: Alkyl >C8

Micelle B-hydroxyalkyl ether inulin B-hydroxyalkyl alcohol

Micelle-water
Interface

Figura 5.8. Representacié esquematica de la reaccié d’eterificaci6 de la inulina mitjancant
1,2-alquilepoxids a la interfase aigua-micel-la.

La Figura 5.8 mostra com les molecules d’1,2-dodecilepoxid es solubilitzen a
I’interior de la micel-la. Com es pot observar, 1’1,2-alquilepoxid tendeix a incorporar-se
al sistema micel-lar, de manera que la regid hidrofila (anell epoxid) s’exposa a la
interfase aigua-micel-la, 1 la regid hidrofoba (cadena alquilica) queda al interior més
hidrofobic. Aquest segon complex activat permet la coexisténcia de la inulina i el grup
funcional I’epoxid en un ambient (la interfase) on s’afavoreix la reaccid d’obertura de
I’anell epoxid. Malauradament, en condicions basiques la inevitable preséncia de la base

(OH) en aquesta regid limita que I’eterificacid sigui superior a valors entorn al 50 %.
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5.2.3.3 Efecte de la temperatura.

Paral-lelament, es va observar 1’evolucié del medi de reaccid en funcido de la
temperatura mitjangant 1’observacido de mostres del cru de reaccid en un microscopi
optic amb llum polaritzada. La Figura 5.9 mostra les textures del sistema de reaccio a
25, 40, 60 1 80°C. Com es pot veure, a temperatures baixes es forma un cristall liquid
(laminar) que a mesura que s’augmenta la temperatura van desapareixent fins a donar
una solucié micel-lar, no birefringent, a 80°C. En base aquesta observacid es pot
concloure que per dur a terme ’eterificacio és preferible mantenir el sistema de reaccio
per sobre dels 80°C on majoritariament hi ha micelles, ja que en la fase cristall liquid la
viscositat del medi de reacci6 limitaria la difusid dels reactius de la reaccid i també

serien absents les micel-les.

Cristall Ligquid Micel-les

Figura 5.9. Micrografia optica (magnificacié 10X: (a) 25°C, (b) 40°C, (c¢) 60°C, (d) 80 °C) i 40X:
(a’) 25°C, (d’) 80°C) del medi de reaccio en les segiients condicions: 40% inulina (p/p), relacié
molar: KOH/1,2-dodecilepoxid/DTAB/UFA: 0,37/0,2 / 0,1/1.
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5.2.3.4 Influéncia de la concentracio d’epoxid

Per que la catalisi micel-lar sigui efectiva el reactiu hidrofobic ha d’estar solubilitzat
a I’'interior de la micel-la formada pel tensioactiu. Per aixo s’ha estudiat la influéncia de
la concentracié de 1,2-dodecilepoxid en I’eficiéncia de reaccid, per mitja de la variacio

de la quantitat de 1,2-alquilepoxid inicial en el medi de reaccid.

100
90 4 Condicions:
i Concentracié d'inulina: 40% (p/p)
80 Relacié molar KOH / UFA : 0.4
1 Relacié molar NaBH, / UFA : 0.01
< 704 Temperatura de reaccié: 80 C
% ] Relaci6 molar DTAB / UFA: 0.1
g 60 ./.\
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relacié molar 1,2-dodecilepoxid/UFA

Figura 5.10. Eficiéncia d’eterificacié de la inulina en funcié de la quantitat de 1,2-dodecilepoxid
en medi basic aquos en preséncia de DTAB.

La Figura 5.10 mostra ’eficiéncia d’eterificacié en funcid de la relacié molar d’1,2-
dodecilepoxid respecte de les unitats de fructosa anhidre (UFA) en un rang entre 0.05 1
0,40. Els bons resultats d’eficiencia (50-65%) obtinguts entre 0.05 1 0.2 contrasten amb
les baixes eficiéncies registrades (15%) per relacions molars de 0.4. Aquesta baixada a
elevades quantitats d’1,2-alquilepoxid podria ser deguda a la limitada capacitat

solubilitzant del sistema micel-lar format pel DTAB. Com s’ha explicat anteriorment, un
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sistema bifasic afavoreix la formaci6 dels subproductes d’hidrolisi /0 polimeritzacio de

I’epoxid.

5.2.3.5 Efecte de la longitud de cadena en preséncia de tensioactiu cationic

Despres d’analitzar 1’eficiéncia de reaccid en medis aquosos, s’ha vist que com més
soluble I’1,2-alquilepoxid major era la seva eficacia com a reactiu. En aquest apartat
s’ha estudiat I’efecte de la longitud de cadena en preséncia d’un tensioactiu cationic.

Taula 6 Eterificaci6 de la inulina amb diferents 1,2-alquilepoxids en medi basic aqués en
preséncia de DTAB.

N?* de reaccid Cadena hidrofobica Temps (h) ER (%)
36 OPh 1 23
37 Cs 4 50
38 Cio 15 51
39 Ci 18 54
40 Cis 20 55
41 Cisne 24 45

Relacié molar: Epoxid/UFA 0.2; KOH/UFA: 0.37; DTAB/UFA: 0.1; Concentraci6 d’inulina 40% (p/p); 80°C.

"Mitjana de tres experiments. Analisi per RMN-H' en dmso-g4 a 50°C.

La Taula 6 mostra les eficieéncies de les reaccions realitzades en presencia de DTAB
usant epoxids de diferent longitud de cadena. Es pot observar que existeix una
diferéncia important entre el fenil glicidil eter (23%, Taula 6, entrada 36) i els altres 1,2-
alquilepoxids (~50%, Taula 6, entrades 37-41). Aix0 pot ser degut a que les molecules

més polars (o polaritzables), com el fenil glicidil eter, tenen més tendéncia a posar-se a
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140

la interfase de la micel-la que els més hidrofobs ™ on la hidrolisi és més important que

Peterificacio.

5.2.3.6 Conclusions parcials

Les conclusions parcials de I’estudi d’eterificacid de la inulina en medi aquds en

presencia de tensioactius es detallen a continuacid,

(1) S’han obtingut B-hidroxialquil éters d’inulina en medi aquds 1 en un sol pas de
sintesi, en preséncia d’hidroxid potassic (IM KOH (aq.)) 1 de bromur de
dodeciltrimetilamoni (0.1M, DTAB (aq.)) a 80-85°C. El temps de reaccio
necessari per dur a terme la modificacié hidrofobica ha estat entre 4 1 24 hores
en funci6 de la hidrofobicitat de 1’epoxid utilitzat (de Cg a Cyg) i les ER han
estat entre 50 1 60%, exceptuant els epoxids parcialment solubles com el fenil
glicidil eter (PGE) que han reaccionat tan sols en una hora, pero6 amb una ER

del 23%.

(2) S’ha determinat que a 80-85°C el DTAB és millor catalitzador que el CTAB
degut a que en aquest medi, el primer forma micel-les esferiques 1 el segon
micel-les cilindriques entrellacades (entagled worm like micelles) que

augmenten considerablement la viscositat del medi.

(3) S’ha determinat que 1’efecte de les micel-les de DTAB sobre la reaccid
d’eterificacid6 depen de les proporcions molars entre epoxid/DTAB i
inulina/DTAB, la qual cosa ha permes atribuir I efecte a interaccions de tipus
electrostatic entre la inulina i el DTAB 1 a interaccions de tipus hidrofobic

entre I’epoxid i el DTAB.

(4) S’ha proposat un mecanisme de reaccid per tal d’explicar les reaccions

implicades en ’eterificacio de la inulina en preséncia de tensioactius cationics.
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(5) En presencia de DTAB, els epoxids parcialment solubles (fenil glicidil eter,
PGE) s’hidrolitzen més rapid que els epoxids insolubles (alquil > C6),
possiblement per qué els primers se situen a regions més externes de la
micel-la, on la preséncia d’aigua és més important i la possibilitat d’hidrolisi
augmenta respecte 1’eterificacio. Per aquesta rao, tot i que els epoxids més
insolubles tardin més a reaccionar, I’ER s’ha mantingut al 50%

independentment de la longitud de cadena.

(6) Una altra caracteristica d’aquest nou procés d’obtencié de derivats hidrofobs
de la inulina és que els tensioactius cationics utilitzats com a catalitzadors
micel-lars son recuperables al final del procés. Aixi mateix, el KCI obtingut al

final del procés és de suficient puresa com per ser reutilitzat.

Aquests resultats han estat publicats a: Morros, J., Levecke, B., Infante, M. R.

Carbohydrate Polymers 82 (2010) 1168-1173.
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5.3 ESTERIFICACIO DE LA INULINA AMB ANHIDRIDS DE

L’ACID ALQUENIL SUCCINIC (ASA)

El principal objectiu de 1’estudi d’esterificacid va ser preparar 2-octenil 1 2-dodecenil
succinats d’inulina (Figura 5.11) amb un grau de substitucio (GS) entre 0.05 1 0.3 en

condicions alcalines aquoses, partint de la inulina comercial (InN25).

La introduccié de cadenes hidrofobiques mitjangant la formacié d’enllacos ester amb
la inulina obra la possibilitat d’obtenir un altre tipus de tensioactius polimérics, més
biodegradables 1 amb propietats emulsionants sensibles al pH del medi. Per altra banda,
la preséncia de grups carboxilat units a les cadenes hidrofobes pot produir nous
inhibidors de la precipitacid del carbonat calcic, més acceptables mediambientalment
que alguns dels productes comercials actuals (pe. EDTA). Tot aix0 ens va encoratjar a
estudiar el procés d’esterificacié de la inulina mitjangant anhidrids de 1’acid alquenil

succinic (ASA) en medi aqués.

X+y~25

Figura 5.11. Estructura de I’alquenil succinat d’inulina (In-ASA) sintetitzat: 2-octen-1-il-succinat
d’inulina (In-OSA, n=4) and 2-dodecen-1-il-succinat d’inulina ( In-DDSA, n=8).
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Com en P’apartat 5.2, es descriuran préviament la reaccio de la inulina amb els ASA,

els antecedents 1 algunes consideracions mecanistiques.

El primer carbohidrat esterificat amb ASA fou sintetitzat en medi organic basic
anhidre per Caldwell i Wurzburg al 1953'*', utilitzant el midé com a carbohidrat. No
fou fins al 1999, quan Jeon, Y-S et al."** descriviren la reaccié d’eterificacié amb ASA
del midé en suspensié aquosa. Aquest metode aprofitava el major poder nucleofil dels
hidroxils del polisacarid respecte els de 1’aigua i que, en condicions moderadament
basiques (8<pH<9) ni el ASA ni I’enllag ester no s’ hidrolitzaven. La Figura 5.12 mostra
les reaccions que poden tenir lloc amb els ASA en medi basic aquds durant el procés

d’esterificacio de la inulina amb ASA.

GFn—OH + ﬁ — J: + H,0 (1)
R R” ~C00
00«0 20H" Coo
D o+ O )
R R” ~COO
COOGFn OH COO"~
J: — > GFn—-OH + J: + H,0 (3)
R” ~CoO’ R” ~CcoO’

R: -CH,CH=CH(CH) 4CH3 : -CH,CH=CH(CH) gCH,

Figura 5.12. Reaccions quimiques que tenen lloc durant la modificacié hidrofobica mitjancant els
anhidrids de I’acid alquenil succinic (ASA) en medi aqués. (1) Esterificacio In-ASA, (2) hidrolisi del
ASA, (3) hidrolisi del In-ASA.

A diferéncia de I’eterificacio amb 1,2-alquilepoxids, la reaccid d’esterificacié amb
ASA en medi aquos s’ha de dur a terme en un interval de pH en el qual, per una banda,

activi suficientment els hidroxils del polisacarid (reaccid 1), i que per 1’altra, minimitzi
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tant la hidrolisi de I’ASA (reaccid 2) com la hidrolisi de I’enllag ester format (In-ASA)
(reaccio 3). Tots els productes i subproductes de les reaccions quimiques que tenen lloc
durant el procés d’esterificaci6 amb ASA contenen algun grup acid carboxilic. La
formacié d’aquestes espécies acides fa disminuir el pH del medi fins al punt que ni
I’aigua ni la inulina reaccionen. Aquest efecte es pot contrarestar mitjangant 1’addicio
d’una soluci6 diluida de la base i aixi mantenir el pH entre els nivells optims durant tota
la reacci6. El pH ¢€s una variable de procés facilment controlable, perd és molt sensible
als multiples equilibris acid-base esmentats. Es freqiient que, en funcié de I’extensio de
la modificacié, la mescla de reaccid actui com a soluci6 tampd i que cada cop es
requereixi més base per assolir el pH optim. Tot i aix0, per a graus de modificacio

petits, la mesura de pH es un bon indicador de 1’aveng de reaccid.

2

O 3 ) 3
5 0

ﬁ Base 9) R Base-H™ HO
GFn-OH GFn-O ———— > GFn-O GFn-O
K * N2 0 K 0
1 eql 1 o) R eq2 R
O
O
o=
HO R HO
R
3 4

Figura 5.13. Mecanisme de la reaccié d’esterificacié de la inulina (GFn) a partir de I’anhidrid de
I’acid 2-alquenil succinic en preséncia d’una base.

Com es pot observar en la Figura 5.13, la introduccié d’una cadena alquilica al
polimer d’inulina [1] mitjancant la reaccié d’esterificacié amb ASA [2] és molt similar
al mecanisme d’eterificacid proposat en el capitol anterior (Figura 5.3). Igualment, la
reaccid requereix la preséncia d’una base en el medi de reaccid que realitza una primera
etapa d’activacio de la inulina on, els hidroxils de la polifructosa augmenten el seu

poder nucleofil mitjancant un equilibri acid-base (K¢q1). A continuacid, la preséncia
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d’una molecula d’ASA [2] en les proximitats de la inulina activada [1*] desencadena un
atac nucleofil sobre el carbonil menys substituit de I’anhidrid succinic. Aquest atac dona
pas a la formacié de I’estat de transicié tetra¢dric per un mecanisme de substitucid
nucleofila tipus Il d’obertura d’anell. Finalment, el grup carboxilat (millor grup sortint)
es desprén del carbonil que ha rebut ’atac donant el producte [3'] que es neutralitza
amb el protd de la base i es converteix en 1’alquenil succinat d’inulina [3]. Un cop s’ha
introduit la primera cadena, els hidroxils de 1’alquenil succinat d’inulina [3] poden
seguir reaccionant de la mateixa manera que qualsevol altre moleécula d’inulina [1] fins
a consumir la totalitat de les molecules de anhidrids ASA [2] que hi hagi en el medi

donant lloc al producte final [4].

Tipicament, la reaccid amb ASA és més rapida que la reaccidé amb 1,2-alquilepoxids,
ja que el mecanisme d’obertura del anell del ASA genera un grup carboxilat molt

estable en solucid que desplaga la reaccio a productes.

Les modificacions amb ASA es van dur a terme per addicio catalitzada per base
d’ASA a un sistema inulina-aigua. L’efecte de la concentracid de la inulina, el rang de
pH, la temperatura de reacci6 i la longitud de la cadena de I’ASA en medi aquds aixi
com en preséncia d’un tensioactiu cationic com el DTAB es van avaluar per tal
d’estudiar 1’esterificacié de la inulina i optimitzar-ne les condicions de reaccid, seguint

aixi les mateixes pautes de la sintesi dels B-hidroxialquil ¢ters d’inulina en medi aquds.

Les condicions idonies per dissoldre la inulina a concentracions del 40% mitjancant
I’addici6 sobre 1M KOH (aq.) en preséncia d’un reductor (NaBH4) van ser
desenvolupades en el capitol anterior. El mecanisme d’accié de la base per solubilitzar
la inulina era que mitjangant e I’inflament (swelling) dels agregats de la inulina, les
cadenes de polimer acabaven per desprendre’s unes de les altres. En el present capitol,

I’esterificacié s’ha de dur a terme a un pH < 9 per prevenir la hidrolisi del propi ASA.
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En aquestes condicions de pH, la inulina deixa de ser soluble i fa que el medi de reaccid

sigui una suspensio del polimer en aigua.

En aquest capitol s’ha avaluat la influéncia de la concentracié d’inulina, aixi com
I’efecte de la preséncia de tensioactiu i els pH de la solucio en la solubilitat i eficiéncia

de reaccio6 (ER).

5.3.1 Esterificacio en medi basic aquos

Taula 7 Eficiéncia de la reacci6 de modificaci6 amb ASA en medi aquds a diferents
concentracions de la inulina i pH de reacci6

No. Reaccid Cadena % Inulina (p/p) ApH temps (h) ER (%)* ER (%)°
42 2-Octen-1-il 35 8.5-9.0 4 56+38 ---
43 2-Octen-1-il 20 8.5-9.0 6 88+5 80+ 5
44 2-Octen-1-il 20 9.0-9.5 5 78+5 71+ 5
45 2-Octen-1-il 20 8.3-8.5 8 9442
46 2-Dodecen-1-il 20 8.3-8.5 24 35421 -

Condicions de reaccid, relaciéo molar: ASA/UFA de 0.18 ; Temperatura: 25°C ; Solucio basica :2% NaOH
*GS determinat pel metode de RMN, mitjana de tres experiments.

°GS determinat pel métode de la valoracié, mitjana de tres experiments.

La Taula 7 mostra les eficiéncies 1 el temps d’esterificacio en funcidé de la
concentracio de la inulina, del rang de pH de reaccio i del tipus de cadena hidrofoba. Els
valors de I’eficiencia obtinguts pel metodes de RMN 1 de la valoracio (veure 4.4.1.2)
també es mostren per tal de apreciar-ne la seva convergencia. Finalment, també s’ha
introduit un marge de error estimat a partir de les repeticions realitzades per cada
experiment. A continuacié es discuteixen els diferents parametres implicats en la reaccio

esterificacio.
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5.3.1.1 Influéncia de la concentracio d’inulina

Com es pot observar, els resultats de la sintesi a concentracions d’inulina del 35%
(p/p) (Taula 7, entrada 42) tenen un marge d’error molt gran comparat amb el mateix
experiment al 20% d’inulina (p/p) (Taula 7, entrada 43). La modificacio hidrofobica
amb ASA en suspensio aquosa de la inulina és un medi heterogeni de reaccid. Les
molecules de ASA (OSA 1 DDSA) no son del tot solubles en aigua, per aixo la reaccid
d’esterificacid hauria de tenir lloc entre la fraccid parcialment solubilitzada 1 els
hidroxils de la inulina accessibles. Els agregats supramoleculars de la inulina sén poc

solubles en aigua a temperatura ambient'*

1 formen particules de gel a elevades
concentracions quan s’agita correctament en aigua'**. Aquesta particular propietat de la
inulina podria afectar el procés de mescla de la reaccid i1 conseqiientment a la
modificacid de la inulina, donant elevades variabilitats en els valors de GS 1 afavorint

les reaccions secundaries d’hidrolisi. Per tant, en els subseqiients experiments les

reaccions s’han dut a terme a concentracions del 20%.

5.3.1.2 Influéncia del pH de reaccio

La Taula 7 mostra els resultats d’eficiéncia obtinguts en la modificacié In-OSA a
diferents rangs de pH: 9.0-9.5 (entrada 44) ; 8.5-9.0 (entrada 43) ; 8.3-8.5 (entrada 45).
La resta de parametres foren concentracié d’inulina al 20%, relacié molar OSA/UFA de

0.18 1 la temperatura de reaccio de 25°C.

D’acord amb les observacions de Song et al.'* per la modificacié del midé amb
ASA, el pH del sistema de reaccio €s un parametre influent. Els resultats de la Taula 7
pels tres rangs de pH indiquen que 1’eficiéncia s’incrementa substancialment quan es
treballa a pH més baixos (entrada 43, a pH 8.3-8.5 ’ER 94%). Considerant les reaccions

de la Figura 5.12, es podria esperar que a pH superiors a 9.0, la reaccidé d’hidrolisi del
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OSA es veuria afavorida, mentre que a pH entre 8.3-8.5 els hidroxils de la inulina
estarien suficientment activats com per donar la reaccio d’esterificacié amb un temps de

reaccio raonable sense hidrolisi d’OSA.

L’esterificacio de la inulina amb DDSA (cadena de C;;) es va provar en medi aquds a
20% d’inulina, pH: 8.3-8.5, i una temperatura de reaccid6 de 25°C. En aquestes
condicions, la reaccié dona una eficiéncia del 35% i va necessitar fins a 24 hores per
consumir tot el DDSA addicionat al medi de reaccid (Taula 7, entrada 46). A aquesta
concentracid el procés de formacié de gel de la mescla comencava a complicar
I’agitacié quan havien transcorregut unes 8 hores de reaccid, la qual cosa afavoria les

reaccions secundaries d’hidrolisi, donant elevades variabilitats en els valors de GS.

Dels valors obtinguts pels dos méetodes de determinacié de GS (RMN i valoracid) cal
destacar que efectivament sdn comparables entre ells, perd la gran quantitat de producte
necessari per realitzar la valoracid (1g) es va desestimar pels experiments a escala de

laboratori. Tot 1 aix0, la valoracio podria ser util en produccions a major escala.

5.3.1.3 Conclusions parcials

Les conclusions de I’esterificacio de la inulina en aigua utilitzant anhidrids de 1’acid

2-alquen-1-il succinic (ASA) es detallen a continuacio,

(1) S’ha determinat la concentracié maxima d’inulina (20%) per dur a terme la
reaccid d’esterificacio amb 1’anhidrid de ’acid 2-octen-1-il succinic (OSA) en
medi aquds, sense que la formacid del gel d’inulina afecti significativament al

procés de mescla del reactiu.

(2) S’ha determinat la concentracid d’ions hidroxil optima per catalitzar la reaccid

d’esterificacio amb OSA que es troba entre 2-3 uM (8.3<pH<8.5). Aquesta
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concentracid permet activar els hidroxils de la inulina, sense hidrolitzar el

reactiu hidrofob OSA.

(3) Com en el cas dels 1,2-alquilepoxids, s’ha determinat que com més soluble
I’anhidrid de I’acid alquenil succinic, major ’ER d’esterificacidé i menor el
temps de reaccid. Aixi, les condicions més favorables per obtenir esters

InASA en aigua i a temperatura ambient son les segiients:

a. Els derivats hidrofobs InOSA s’han obtingut per reaccié de la inulina
amb 1’anhidrid de acid octenil succinic (OSA) en aigua a pH: 8.3-8.5

amb una eficiéncia de reaccio del 94% en 8 hores.

b. La reacci6 amb I’anhidrid de I’acid 2-dodecen-1-il succinic (DDSA) a
iguals condicions que el InOSA, ha donat com a producte el InDDSA,

perd només amb una eficiéncia del 35% i 24 hores de reaccid.

(4) S’ha desenvolupat un metode per determinar el GS dels derivats InASA
sintetitzats mitjancant una valoracio acid-base que pot ser de gran utilitat en

cas de no disposar d’un aparell de RMN.

En aquest punt, es van investigar noves condicions en preséncia de tensioactius
cationics per tal de millorar I’ER 1 el temps de reaccio, que es descriuran en el proxim

apartat.

Aquests resultats han estat publicats a: Morros, J., Levecke, B., Infante, M. R.

Carbohydrate Polymers 84 (2011) 1110-1116.
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5.3.2 Esterificacio en medi basic aquos en preséncia de DTAB

Per tal de millorar ’ER en ’obtencié d’In-DDSA esters, es van investigar noves

condicions de reaccid mitjangant catalisi micel-lar-DTAB en medi aquos.

5.3.2.1 Influéncia del pH de reaccio

Donat que la modificacié In-ASA depen del pH, primer de tot es va estudiar el rang
de pH optim en la esterificacié amb DDSA en preséncia de DTAB. Tenint en compte el
nostre resultats de la sintesi de B-hidroxialquil éters d’inulina en medi aigua-DTAB'*,
la sintesi d’In-DDSA es va dur a terme amb una relacid molar de tensioactiu
DTAB/UFA de 0.1 per tres pHs diferents (veure Taula 8).

Taula 8. Eficiéncia de reaccié per la modificaciéo In-DDSA en el sistema DTAB-H20 a diferents
rang de pH.

No. Reaccio ApH temps (h) ER (%)*
42 8.3-8.5 <1 4145
43 8.5-9.0 <1 54+ 5
44 9.0-9.5 <1 3745

Condicions de reaccid, relacié molar: DDSA/UFA de 0.15 ; DTAB/UFA de 0.1; Temperatura: 25°C ; Soluci6 basica :2% KOH

*GS determinat pel metode de RMN, mitjana de tres experiments.

Els resultats de la Taula 8 mostren la influéncia del rang de pH en la modificacié In-
DDSA en el sistema H;O-DTAB. De la mateixa manera que en la modificacié In-OSA,
la modificacié In-DDSA també¢ depen del pH. La eficiéncies observades son menors que
les corresponents al In-OSA en aigua i el rang de pH optim es troba desplacat a valors

superiors a 8.3-8.5. Comparant els valors indicats a la Taula 8, amb els valors descrits
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147, no es van observar

per altres autors de modificacions amb DDSA de mido
diferéncies entre els dos polisacarids. Aixo podria indicar-nos que el pH Optim depén
essencialment de la longitud de cadena de I’ASA. A pH majors, I’inflament de la inulina

també es major, la qual cosa redueix 1’impediment esteéric provocat per la cadena més

voluminosa de DDSA.

Sorprenentment, en aquestes condicions, el sistema era una sola fase (fins i tot a pH:
8.3-8.5) 1 la reaccio es podia dur a terme sense problemes d’agitacié. De manera que
tant la inulina com el DDSA estaven incorporats perfectament en el medi de reaccid.
Com a resultat I’eficiéncia de reacci6 i la velocitat de reaccid assoliren valors superiors
al medi aquods. Tal i com haviem observat en D’eterificacid, la interaccid entre les
micel-les catidoniques i la inulina podria accelerar la reaccid mentre que el procés de
formacié del gel d’inulina en el cru podria ser aturat per la formacid del complex

catalitic.

5.3.2.2 Influéncia de la relacio molar DTAB/UFA

La Figura 5.14 mostra la influéncia de la variacio de la relacid6 molar DTAB/UFA en
I’eficiéncia de reaccid a 25°C, mantenint constant la concentracid d’inulina 1 DDSA. Les
relacions molars de O fins a 0.1, la eficiéncia es va incrementa de 35% a 54%. En canvi,
un increment de 0.1 a 0.2 proporciona una disminucid fins a valors del 40%.

En el rang de concentracions de DTAB estudiades, la millor relaciéo molar va ser 0.1.

Curiosament, 1’eterificacio del dextra i de la inulina'*®

coincideixen en que la millor
concentracio de tensioactiu cationic correspon amb la relacido molar DTAB/UFA de 0.1.
Pel que fa al temps de reaccid, €s notable que en presencia de tensioactiu disminuis de

les 24 hores a menys d’una hora. El remarcable increment de la velocitat de reaccio,

com en el cas de ’eterificacid podria resultar de la concentracié localitzada i de la gran
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proximitat entre els reactius hidrofobs 1 hidrofils per solubilitzacid micel-lar 1

. . ‘L 14
interaccions electrostatiques'*.

100

Eficiéncia de reacci6 (%)
|

T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
relacid molar DTAB / UFA

Figura 5.14. Efecte de la relacié molar DTAB/UFA sobre Deficiéncia de reaccié de modificacié
In-DDSA. Condicions de reaccio: concentracié d’inulina: 20%; relacio molar DDSA/UFA: 0.15;
Temps 1h; rang de pH : 8.5-9.0, Temperatura: 25°C.

En aquest sistema complex de DTAB-inulina, I’esterificacio i la hidrolisi també son
reaccions competitives i ambdues estan catalitzades per la superficie cationica micel-lar,
veure Figura 5.15. Per tant, les variacions d’eficiéncia de la grafica de la Figura 5.14
podrien ser degudes a variacions de les interaccions electrostatiques entre DTAB i la

inulina ionitzada, les quals estan principalment governades per la relaci6 molar

DTAB/UFA.

A relacions molars de DTAB/UFA inferiors a 0.1, I’increment d’eficiéncia a mesura

que s’incrementa la proporcio de DTAB es podria explicar per una major acceleracié de
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I’esterificacié respecte la hidrolisi, ja que la inulina tendeix a adsorbir-se
progressivament a la interfase de les micel-les provocant el desplacament de les

molecules d’aigua cap al si de la solucio.

A una relaciéo molar de 0.1 I’eficiéncia és maxima al voltant del 50%, I’increment de
la interfase micel lar catidnica degut a la major concentracid de tensioactiu'*’, podria
permetre que les cadenes d’inulina del si de la solucié cobrissin tota la interfase
micel-lar disponible, assolint aixi la maxima velocitat d’esterificacio pel sistema. A
relacions molars DTAB/UFA superiors a 0.1 un increment de la quantitat de micel-les
podria incrementar la velocitat d’hidrolisi enlloc de la d’esterificacio. Aixo podria ser
degut perque les noves micel-les formades podrien tenir menys inulina a la seva
superficie, de manera que més punts de catalisi estarien disponibles per les molécules

d’aigua que produirien hidrolisi.

20H

Figura 5.15 Representacio esquematica de reaccions quimiques involucrades en la esterificacio
de la inulina amb DDSA en medi basic aqués en preséncia de DTAB.
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5.3.2.3 Influéncia de la temperatura

Fins aquest punt tots els experiments descrits fins ara s’havien realitzat a 25°C. En
aquest apartat I’efecte de la temperatura en 1’eficiencia de reaccid es va estudiar a
temperatures entre 5° C 1 85 ° C. Les condicions de reacci6 foren 20% de concentracio
d’inulina, relacions molar DDSA/UFA de 0.15, DTAB/UFA de 0.1 1 rang de pH entre
8.5-9.0. La Figura 5.16 mostra com D’eficiéncia de reaccié es veu afectada per la

temperatura.
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Figura 5.16 Eficiéncia de reaccié de la modificaciéo In-DDSA en el sistema DTAB-H,O a diferents
temperatures de reaccié. Condicions de reaccié: concentracié d’inulina: 20%; Temps de reaccio:
~1h; rang de pH: 8.5-9.0; L’eficiéncia correspon a la mitjana dels graus de substitucié6 (RMN) de
tres experiments i té un error d’un 10%. Les linies representen la tendéncia del sistema per
esterificar la inulina o per hidrolitzar els enllacos ester en funcio de la temperatura en qué es dugui
a terme la reaccio.

Com era d’esperar incrementant la temperatura des de 5°C fins a 65°C, I’eficiéncia va
créixer del 37% a valors proxims al 70%. A temperatures superiors a 65°C, I’ER va

decaure fins a valors del 40%. La caiguda de ’ER podria estar associada a la
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solubilitzacio de la inulina a aquestes temperatures, de manera que un major nombre de
punts catalitics de la superficie de les micel-les estarien disponibles per les molecules

d’aigua.

5.3.2.4 Conclusions parcials

Les conclusions de I’esterificaci6 de la inulina en aigua utilitzant 1’anhidrid de 1’acid

2-dodecen-1-il succinic (DDSA) en presencia de DTAB es detallen a continuacio,

(1) Com en els 1,2-alquilepoxids, s’ha proposat un mecanisme per tal
d’explicar les reaccions implicades en I’esterificacid de la inulina en

presencia de tensioactiu cationic.

(2) En aquest sistema micel-lar, ’esterificacid 1 la hidrolisi son competitives 1 el
balang final depen de molts factors com el pH, la concentraci6é d’inulina en
el medi, la relacié molar DTAB/UFA 1 temperatura de reaccio entre altres
que afecten a la proximitat entre les especies reactives (inulina, reactiu

hidrofob (ASA), ions hidroxil) dins 1’equilibri micel-lar.

(3) L’optimitzacié d’aquests factors ha permes obtenir els esters hidrofobs de la
inulina (InNDDSA) per reaccié de la inulina amb I’anhidrid de 1’acid
dodecenil succinic (DDSA) en medi aquds en presencia de 0.1M DTAB, a
pH entre 8.5-9.0 1 a 65 °C, amb una ER del 70% i un temps de reaccio d’una

hora.

(4) El mecanisme pel qual ’ER d’esterificacié augmenta amb la temperatura
fins a 65 °C, 1 despres disminueix s’ha relacionat amb la temperatura a partir
de la qual el DDSA comenca a ser més soluble, 1 la seva velocitat

d’hidrolisi comenga a ser més important que la d’esterificacio.
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Aquests resultats han estat publicats a: Morros, J., Levecke, B., Infante, M. R.

Carbohydrate Polymers 84 (2011) 1110-1116.
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5.4 CARACTERITZACIO FISICOQUIMICA DE LA INULINA I

DERIVATS (HMI) EN SOLUCIO AQUOSA

5.4.1 Comportament de la inulina i els seus derivats en solucio

aquosa

Fent una recerca bibliografica sobre les propietats de solubilitat de la inulina no es
van trobar referéncies que descrivissin les propietats de la inulina en soluci6 aquosa. Per
tal de cobrir aquesta mancanga i per la importancia de con¢ixer la solubilitat de la
inulina en aigua s’ha estudiat aquesta qiiestid. En aquest apartat es descriuran fenomens
com la dispersid, la gelificacio i la solubilitzaci6 de la inulina (InN25), i alguns derivats
(HMI) com I’'SP1 i ’InEC12 en posar en contacte el biopolimer amb I’aigua a diferents
pH i temperatures. La Figura 5.17 resumeix les observacions realitzades al laboratori a

I’intentar dissoldre la inulina i els seus derivats en aigua desionitzada de pH neutre.

a) Dispersié de la inulina en aigua. La inulina 1 els seus derivats es van poder
dispersar facilment en aigua mitjancant una simple agitacio. Seguidament, donat que la
inulina estava deshidratada en un forn a 70°C durant 24h, la tendéncia observada fou la
hidratacio. Durant aquest procés, es va observar que el medi augmentava uns pocs graus

la seva temperatura, la qual cosa podria esta associat al procés d’hidratacio.

b) Gelificacié de la inulina. Quan el sistema tenia una concentracio superior al 15% i
s’agitava vigorosament, la suspensio inicial d’inulina evolucionava cap a una fase gel

cada cop més consistent. Per tal d’avaluar-ne D’estabilitat, el gel d’inulina es va
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centrifugar. La fotografia de la Figura 5.17 mostra el resultat de la centrifugacio a 4500
rpm durant 15min en dos exemples de gel al 15% (dreta) i al 20% (p/p) (esquerra). Com
es pot observar, 1’acceleracié imposada va provocar la rapida separacio fisica de les
particules dispersades del sistema. Aquest comportament tipic de gels poc estables
s’anomena sineresi 1 indicaria que les cadenes polimeriques hidratades d’inulina, que
son poc solubles, es podrien haver agregat fins a formar un sistema d’un sol agregat a

través del qual les molécules d’aigua hi podrien circular lliurement.

Solubilitzacié en medi neutre

Precipitacid
l T=<Tg
neufre £ 20% (pip) polimérnics Fase GEL Palimerica
Inulina (N25) . . ry . .
{seca) Hidratacio ...== Solubilitzacio
Ho R N .ﬂ"'&.“ (=)
agitacid agitacio 20 T=>Tg
0%
D’ Sz

Sedimentacis | +200pm
15 min

Figura 5.17 Esquema del comportament de la inulina en medi aqués (neutre) a partir de les
observacions realitzades en el laboratori.

¢) Solubilitzaci6 de la inulina en medi neutre. Per tal de solubilitzar la inulina fou
precis incrementar la temperatura fins a uns 80°C per la inulina i, uns 65°C pels derivats

d’inulina. Les fotografies A i B de la Figura 5.18 mostren com després del tractament
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térmic, la dispersié polimérica va perdre tota la consisténcia fins a formar una dissolucio
clara i transparent. Malauradament, després d’un determinat temps a temperatura
ambient, totes les solucions van evolucionar cap a una separacid de fases. Cal destacar
que mentre a concentracions del 20 % es produia un gel tot just després d’una hora
(senyalada amb una fletxa sobre la fotografia C), quan les concentracions rondaven el 5
% aquestes es mantenien estables durant uns quants dies fins que comengaven a formar
un precipitat blanc. En canvi, quan les concentracions eren inferiors a 1’1% fou
necessari esperar un mes per tal de poder veure petites particules (flocs) d’inulina en el

si de la dissolucio.

Figura 5.18. Aspecte de les solucions la inulina modificada hidrofobicament (A) i de la inulina (B)
a diferents concentracions despreés del tractament térmic. La imatge C correspon a les mateixes
solucions d’inulina una hora després de la solubilitzacid, la fletxa senyala la solucié d’inulina al
20% que ja comenca a formar el gel.

Aquesta solubilitzacié de la inulina a partir d’una temperatura determinada és
dificilment explicable amb la informacié de qué es disposa. Potser altres experiments
per determinar la solubilitat en funcido de la temperatura, aixi com estudis sobre
I’existéncia d’algun tipus de transicid vitria en solucidé mitjancant tecniques
espectrofotometriques d’IR-Raman, podrien aportar llum a la resolucié d’aquest

problema que ara per ara esta fora de 1’ambit de la present tesi.

d) Solubilitzaci6 de la inulina en medi fortament alcali. Durant I’etapa de sintesi de

la inulina modificada hidrofobicament en medi aquds, era precis poder dissoldre la
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inulina en el medi per aconseguir fer-la reaccionar en les millors condicions. Durant
I’etapa d’optimitzacié del metode d’obtencid, quan s’estava augmentant la quantitat de
KOH en el medi, es va observar que el procés de gelificacié no es produia i la inulina
s’anava solubilitzant a mesura que s’introduia en el medi. També es va poder observar
que el procés de solubilitzacio era molt més senzill mitjangant KOH que utilitzant altres
base ioniques com per exemple el NaOH o el LiOH. En tots els casos, quan
s’addicionava la inulina sobre el medi, el despreniment de calor en medi alcali era molt
superior que en medi neutre. En preséncia d’un medi fortament alcali es produeixen
reaccions d’ionitzacid dels hidroxils de la inulina, és possible que tal reacci6é faci

augmentar la temperatura de la cadena polisacarida, provocant aixi la seva dissolucio.

Solubilitzacié en medi fortament basic

_ ) i 3 Solucid
Medi Aqués Dispersio Soiucid Polimérica
Basic +20% (p/p) polimérica Polimérica oxidada
Inulina (N25) rs . s . . s
(seca) | Solubilitzacié Oxidacié
—_— R
+ agitacio + agitacio + agitacio
T=25°C 5 min
St
Solubilitzacid en medi fortament basic reductor
{1.4(;.-(1; Aquos Dispersic Solucié
Basic Reductor 20% (p/p) polimérica Polimérica
Inulina (N25) i .
KOH 1M
i faq) (seca) Solubilitzacio
NaBH, | —
(0.01%) + agitacio *+ agitacio
T=25°C

So”

Figura 5.19 Comportament de la inulina en medi aquods fortament alcali amb i sense reductor a
partir de les observacions realitzades en el laboratori.

Com mostra la Figura 5.19, la dissolucié de la inulina anava precedida per una

progressiva coloracid de la dissolucid, la qual cosa feia dificil determinar si la inulina

era soluble o no en aquestes condicions. Tanmateix, es pot argumentar que la preséncia
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de les carregues negatives dificulten 1’agregacié de les cadenes d’inulina contrariament
al que succeeix en medi neutre. Per altra banda, per bé que 1’espectre RMN de la inulina
restava aparentment inalterat, la tonalitat marr6 (producte de reaccions d’oxidacio de la

inulina en medi basic) no seria desitjable si el producte s’ha de comercialitzar.

Per tal d’evitar la coloracio marrd de la solucio, es van addicionar un 0.1% (p/p) de
borohidrur sodic (NaBH4) al medi, un reductor suau, per minimitzar les reaccions
d’oxidacio dels terminals ionitzats de la inulina. Com mostra la Figura 5.19, I’exit
d’aquesta mesura va permetre dur a terme les reaccions de sintesi en medi basic inclis a
temperatures de fins a 80-85 °C sense alterar 1’estructura quimica de la inulina, segons

es va poder comprovar per CCF i la cromatografia HPAEC-PAD (Dionex), veure 2.4.1.

5.4.2 Tensio superficial de la inulina modificada hidrofobicament

(HMT)

La caracteritzacio fisicoquimica per tensio superficial es va realitzar per tal d’establir
el seu caracter tensioactiu i determinar les relacions entre I’estructura i les propietats
com l’activitat superficial, ’agregacio i1 I’area per molecula de les inulines modificades

hidrofobicament (HMI: InSP1, InECg, InEC,,, InEC,4).

La Figura 5.20 mostra les corbes y—In C dels HMI. Tots els productes analitzats
presenten una disminucid de la tensio superficial (y) amb la concentracid de polimer fins
a una concentracié per sobre de la qual hi ha un canvi de pendent que associem a la
saturacid de la superficie. En tensioactius de baix pes molecular aquesta concentracié es

relaciona amb la formacid de micel-les 1 s’anomena concentraci0 micel-lar critica
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(CMC). Donat que en principi desconeixem si formen micelles a aquetes

concentracions, atribuim el canvi de pendent a algun tipus d’agregacié (CAC).

TD_: T T TTT I| T _:
60 - .

£ ) ]
e . [ ] -1
Z 50 oo .
E ] .
- 407 ]
0 ] 1
D ] ]
@ 30 ’ 3
2] « InEC,, ]
n . « 5Pt ]
2 204 InEC, .
= 1 + InEC, ]
@ ] Ajust abans de la CAC ]
=10 . - - - - Ajust després de la CAC 7
D_ LI | T T T T T T T T .

1E-3 0.01 0.1 1

conc. (mM)

Figura 5.20. y—In C dels HMI obtingudes mitjancant un tensi0metre equipat amb una placa de
Wilhemy, a una temperatura de 25° C. Les linies representen les regressions lineals corresponent a
darrera part de la corba y—In C, on ’adsorci6 a la interfase se suposa que és maxima.

Altrament, a partir del pendent de la corba y—In ¢ abans de la CAC s’ha calculat I’area

per molécula de polimer a la interfase aire/aigua a partir de 1’equacio d’absorcid de

Gibbs: LAY Eq. 2-1
d(In C)

Segons la variaci6 de la tensio superficial y (N/m) respecte el logaritme natural de la

concentracio €s proporcional a I’energia de les » molécules de tensioactiu que ocupen la
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superficie. El terme -I'RT defineix aquesta energia 1 es composa de la constant R (8.314

JK"“mol™), la temperatura de mesura T (K) i per I’excés superficial T (mol/m?) maxim

ocupat per les molecules d’HMI.
A partir de T trobat es pot deduir I’area minima associada a cada molécula A (nm?)
mitjancant el nimero d’Avogadro, N4, com mostra I’equacio

, 1018
A(nm* / molécula) = ——— Eq. 2-2
FNA

El valor de CAC, com en el cas de la CMC es pot trobar en el punt d’interseccio entre
les dues tendéncies de la corba y —log C. L’activitat dels diferents productes com a

agents de superficie s’ha comparat en termes d’efectivitat (nCAC) en la reduccié de la
tensio superficial de ’aigua. (TCM =, -yCAC). Com a referéncia, un producte es considera
tensioactiu quan la seva m . supera els 20 mN/m. Els resultats obtinguts a partir de la

corba y —log C dels diferents HMI s’han resumit a la Taula 9.

Taula 9 Valors de tcac (mN/m), CAC (mM) i A orecula (nmz) dels diferents productes d’inulina.

Ticac (MN/mM) | Aporecuta (nm?) | N° de carbonis N° de cadenes
Producte | CAC (mM) )

et1 €1 0.25 per cadena hidrofoba | per nm” de superficie
InEC8 0.11 38 1.44 6 3.1
InEC12 | 0.07 27 0.94 10 3.2
InEC14 | 0.05 14 1.20 12 3.0
SP1 0.09 20 1.67 12 -
Inulina | --- 9" --- 0 0

* Punt unic d’una soluci6 al 0.25M d’inulina (N25)
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5.4.2.1 Efecte de la cadena hidrofoba sobre I’agregacio (CAC) de PHMI

Tenint en compte els errors associats a la corba y —log C es pot dir que la CAC dels
HMI es troba entorn a ~0.1 mM, tot i que presenta una lleugera tendéncia a la baixa a
mesura que s’incrementa la longitud de la cadena hidrofoba. Es ben sabut que el procés
d’agregacio d’un tensioactiu esta governat principalment pel balang entre les estructures

lipofiles i les estructures hidrofiles.

En aquest tensioactiu polimeric el cap polar (estructura hidrofila) és la polifructosa
amb les corresponents aigiies d’hidratacid, per tant si tots els productes tinguessin el
mateix cap polar seria raonable pensar que I'InEC;4, amb una residu hidrofob més
insoluble que la resta, tingués una tendencia a agregar-se més forta que I’InEC,, i encara
més que 'InECg. El cas del InSP1, amb una CAC lleugerament superior a la que li

pertocaria (similar al InEC,4), no segueix la tendéncia de la série InECx.

5.4.2.2 Efecte de la cadena hidrofoba sobre I’activitat superficial (tcac) de PHMI

Pel que fa a I’activitat entesa com 1’efectivitat en la reduccio de la tensio superficial
de I’aigua (mcac), els HMI presenten unes diferéncies bastant significatives entre ells:
L HMI més actiu és I'InECg amb una mcac comparable amb la dels tensioactius de baix
pes molecular de 38 mN/m, seguit de I'InEC,;, amb una reduccié6 de 27 mN/m 1
finalment, per sota del llindar dels productes considerats bons tensioactius, 1’SP1 i
I’InEC;4 amb una reduccié de tant sols 20 1 14 mN/m, respectivament. Finalment, la
inulina amb una reduccié d’uns 9 mN/m, no es considera actiu a la superficie. Per
norma general, els tensioactius de baix pes molecular no mostren una variacio de
I’activitat superficial tant pronunciada en funcié de la longitud de la cadena hidrofoba.

L’unic cas comparable trobat a la literatura son els sistemes formats per séries de
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tensioactius gemini quaternaris amb diferents longitud d’espaiador. Li et al.''

expliquen
I’efectivitat d’aquests tensioactius en termes de major o menor empaquetament de les
cadenes a la superficie, de manera que tant la longitud de 1’espaiador com la longitud de
la cadena hidrofoba anaven en contra de 1’empaquetament a la superficie, és a dir
I’efectivitat. Per tal de discutir els resultats d’efectivitat en termes de balang entre les
interaccions hidrofobes i hidrofiles s’ha estimat el nimero mig de cadenes hidrofobes
per nm® de superficie ocupada. Aquest valor es pot calcular a partir del grau de

substitucié de I’HMI, el grau de polimeritzacidé mig i I’area per molécula obtinguda per

tensiometria i es mostra a la Taula 9.

Si comparem els valors d’efectivitat amb el N° cadenes hidrofobes per nm® de la série
InECx, es pot comprovar que les diferéncies d’efectivitat entre els diferents HMI no es
poden atribuir exclusivament a diferéncies entre el nimero de cadenes hidrofobes a la
superficie ja que aquestes son molt petites. Sorprenentment, si que s’observa una menor
activitat a mesura que s’augmenta el nombre de carbonis a la cadena hidrofoba. Aquesta
tendeéncia, molt més acusada que en els sistemes de tensioactius de baix pes molecular,
es podria explicar per que la inulina es un polimer flexible que pot adoptar diferents
conformacions en solucié. Per tant, quan la inulina esta modificada hidrofobicament
amb cadenes molt hidrofobes (>12 carbonis), la possibilitat de dimeritzatzacid de les
cadenes hidrofobes gracies al replegament de la inulina preval sobre la possibilitat
d’orientar-se cap a la superficie. Aixi, I’efectivitat en la reduccié de la tensié superficial

¢s petita en casos com I’'InEC;4 o ’InSP1, menor en I’InEC;; i moderada per I’InECs.

Els fenomens d’agregacid i de dimeritzacié per HMI de cadena curta i cadena llarga

es representen a la Figura 5.21.
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e Agregacit entre dues unitats polimériques:

InECg

e Dimeritzacio de les cadenes hidrofobes
d’una unitat polimérica:

InEC,;4

Figura 5.21 Representacio esquematica dels processos d’agregacié (a sobre) i dimeritzacié (a
sota) per HMI de cadena curta i llarga respectivament.

En tensioactius de cadena hidrofoba curta (p.e 'InECy) la tendéncia a I’agregacid a
C>CAC es produeix preferentment entre diferents unitats polimeriques. En canvi quan
la cadena hidrofoba és més llarga, 1’efecte hidrofobic i la flexibilitat de la cadena
d’inulina fan que el mateix polimer es replegui produint-se la interaccié de cadenes

hidrofobes d’una mateixa unitat polimerica a C<CAC.

Finalment, dels valors de la Taula 9 es pot dir que els HMI tenen un comportament
tensioactiu 1 les seves propietats son comparables a ’'HMI comercial, InSP1. La
tendéncia marcada per la série InECx, i1 en particular la del InEC;4 que té el mateix

nombre de atoms de carboni a la cadena difereixen molt poc.
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5.4.3 Viscositat de les solucions aquoses d’inulina i InSP1

La Figura 5.22 mostra la viscositat newtoniana relativa de les dissolucions d’inulina 1

d’inulina modificada en funcié de la fraccié en volum ¢ calculada segons s’ha explicat a
I’ap. 4.5.2. El rang de concentracions es va limitar fins a ¢=0.12 (Cpotimer ~ 20% (p/p),

degut a les propietats gelificants de la inulina (veure, ap. 5.4.1). La mesura es va

realitzar just després de la solubilitzacié del polimer seguint el procediment de

I’ap.5.4.1.

e Inulina modificada
Inulina
- = = n=1+25¢+6.2¢° Eq.2-6 (6=0)
n=1+2.50+6.26"+230¢° Eq.2-6 (6=230)

I]r {r]‘jrh:o)

Figura 5.22 Corba de viscositat newtoniana relativa (n,) de la inulina (triangles) i de la HMI
(punts) en solucié fins a concentracions de 0.2 g/mL a 25 °C . Les linies corresponen al
comportament descrit per esferes rigides segons I’equaci6 de Batchelor, tenint en compte
interaccions hidrodinamiques entre dues particules (discontinua) i interaccions entre més de dues
particules (continua). Per més informacio6 veure cap.2.2.

Comparat amb altres polimers modificats de major pes molecular com la

hidroxietilcel-lulosa, la viscositat intrinseca dels polimers d’inulina €s considerablement
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petita, la qual cosa €s raonable tenint en compte el baix pes molecular de la inulina

respecte la cel-lulosa.

Els resultats obtinguts s’han interpretat en termes d’interaccié entre particules segons
el model d’esferes rigides descrit per Batchelor. Les linies del grafic adjunt descriuen el
comportament en solucié descrit per un fluid newtonia compost d’esferes rigides
monodisperses. La linia discontinua, correspon al model (Eq. 2-6, tenint en compte
només el 3 primers termes) d’esferes rigides tenint en compte les interaccions
hidrodinamiques particula-particula. En canvi, la linia continua correspon al model
corresponent al comportament d’esferes rigides tenint en compte les interaccions
hidrodinamiques entre més de dues particules. Com es pot observar, les corbes de
viscositat d’ambdods polimers descriuen un perfil molt similar que s’ajusta més al model
d’interaccions hidrodinamiques entre més de dues particules (model 2) amb un
coeficient d’interaccié entre més de dues particules de 230. A les baixes concentracions
a les quals s’han dut a terme els experiments, el comportament esperat per un sistema
d’esferes rigides seria el descrit pel model (linia discontinua). En aquest cas, la
correccio sobre el model 1 podria ser deguda a que, en realitat, la inulina ocupa un
volum superior al calculat. Aix0 es podria donar, per exemple si el grau d’hidratacié fos
superior a 1’estimat pel calcul de ¢, si les particules no son compactes o si no son
esfériques. Per alta banda, aquest augment de la viscositat respecte al comportament
esperat per esferes rigides podria estar relacionat amb les propietats gelificants de la

inulina comentades en I’apartat anterior.
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5.4.4 Dispersio de raigs X de la inulina modificada hidrofobicament

(HMI) en solucio

Per tal de comprovar la possible agregacio, també es van mesurar els patrons de
difraccié mitjancant Raigs X a angles petits. Per tal d'obtenir un senyal raonable, fou
necessari preparar mostres més concentrades que les més concentrades emprades per a

les mesures de tensid superficial, perd encara comparables, d'uns 2 mM.

100 o i

Intensitat (m™)
2

+  1.0% InEC12
1.0% InEC3

0.1 1

g(nm”)

Figura 5.23 Les linies son 1'ajust amb factor de forma per a cilindres en dues capes (longitud del
cilindre menor que el radi, forma de pastilla o disc). La intensitat del INEC12 s'ha multiplicat per 4
per no solapar.

A la grafica de la Figura 5.23, podem veure els espectres corresponents als HMI
InEC12 1 InECS en soluci6 a 1'1%. En tots dos casos es pot veure que hi ha agregacio.
Aquest agregats, relativament poc definits, poden ser ajustats a un model de cilindres
concentrics amb dues capes. En tots dos casos, la longitud del cilindre és menor que el
radi, aixo correspon a una forma de discs o pastilles. Els ajustos en que la longitud era

major que el diametre eren lleugerament pitjors. Aquests ajustos també son comparables
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als que s'obtenen per el-lipsoides conceéntrics. Els agregats formats per 'InEC12 (radi
8.4 nm 1 longitud 6.2 nm) so6n de l'ordre de 5 vegades més voluminosos que els formats

per ’'InECS8 (radi 5.2 nm i longitud 3 nm).

5.4.5 Propietats emulsionants dels derivats hidrofobs de la inulina.

Per tal d’avaluar els productes sintetitzats en medi aquds com agents emulsionants, es
van preparar emulsions oli/aigua al 50% (v/v) amb un 2% de tensioactiu polimeric.
L’estabilitat de I’emulsid es va comprovar visualment per I’aparicio de coalescencia i de

sedimentacio.

Taula 10 Estabilitat dels diferents productes sintetitzats a diferents condicions de temperatura i
pH. L’estabilitat s’indica en nombre de setmanes que ’emulsié no separa fases.

Tensioactia Grau de Cadena pH:7 pH:S
substitucié (GS) hidrofoba | 550 49oC 50°C | 25°C  40°C 50°C
InGEg 19 0.05 C8+C10 1 1 1
InPGE 0.1 Ph 1 1 1
InECg 0.05 C6 1 1 1
InECy 0.15 C6 +16
InECy 0.2 C6 +16
InEC,, 0.3 Cl10 +16
InOSA 0.1 Cs8 4 4 2 7 4 2
InOSA 0.15 C8 14 8 2 +16 7 2
InDDSA 0.1 C12 1 1 1 1 1 1
SP1 0.05-0.3 C12 +16

Les propietats dels derivats d’inulina depenen del grau de polimeritzacié (GP), del

grau de substitucié (GS), de la estructura i1 de la distribucié dels substituents al llarg de
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I’esquelet de la inulina (uniformitat del producte) 1, dins les unitats fructosil, la possible

152 La Taula 10 resumeix els resultats d’estabilitat

reactivitat relativa dels tres hidroxils
d’emulsions oli/aigua, a diferents condicions de temperatura i pH, formades pel

diferents HMI sintetitzats més el comercial.

Comparant els resultats obtinguts amb 1’estabilitat del producte de referéncia (InSP1)
se’n despren que els productes sintetitzats en medi aquds requereixen un major nombre
de cadenes alquiliques per assolir un poder emulsionant equiparable a I’'InSP1. Aquest
fet podria ser degut a que la modificacié en medi aquds estigués conduida per ’efecte
hidrofobic de les cadenes, de manera que després d’unir-se la primera cadena, la
tendeéncia de la segiient cadena seria la d’unir-se en una regié proxima a la primera. En
canvi, quan el tensioactiu es sintetitza en dissolvent organic, com I’InSP1, la
modificaci6 té lloc aleatoriament sobre la cadena d’inulina la qual cosa augmentaria la
seva efectivitat com a emulsionant. Aquest efecte s’observa clarament amb el derivat
InDDSA que tot i tenir un grau de substitucio i nombre de carbonis a la cadena que a
I’SP1, les seves emulsions presenten separacié de fases immediatament després de

preparar I’emulsio.

Com es pot observar dels resultats corresponents als derivats InOSA a diferent pH i
temperatures, aquests HMI produeixen emulsions més estables a baixes temperatures i
pH lleugerament acids. Per exemple, quan les emulsions preparades amb InOSA-0.1
tenen un pH de 5.0, ’estabilitat de I’emulsio esta al voltant de les 7 setmanes, en canvi
a pH de 7, separen despres de 4 setmanes. Per altra banda, aquestes mateixes emulsions

s’emmagatzemen a 50°C, I’estabilitat de I’emulsi6é decau a nomes 2 setmanes.

Aquests dos efectes observats en tots els derivats InOSA es podrien justificar per
mecanismes d’adsorcid/desorcié. El pKa intrinsec d’aquests compostos té un valor de

5.3, és a dir, que per sobre d’aquest valor [COO] es major que la [COOH], per tant el
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polimer té¢ més carrega. Aquest fet faria augmentar la solubilitat del polimer en aigua, la
qual cosa afavoriria la desorcié del polimer de la interfase cap al si de la solucid. La
temperatura podria exercir un efecte similar, augmentant la fraccidé de carboxilats amb

carrega dels HMI.

Podem afirmar que les propietats emulsionants de la inulina modificada depenen del
grau de substitucid, la longitud de la cadena hidrofoba, de la distribucid de les cadenes a

la inulina i de I’equilibri acid-base de les cadenes unides a la inulina.

5.4.6 Conclusions parcials

Les conclusions de la caracteritzacié fisicoquimica de la inulina 1 els seus derivats

hidrofobs es resumeixen a continuacio,

(1) S’han trobat unes condicions de solubilitzacié per la inulina 1 els seus
derivats adequades (solucions homogenies 1 baixa viscositat) per poder dur
a terme les reaccions de modificacidé i la caracteritzacid fisicoquimica.
També, s’han identificat els processos que tenen lloc durant la solubilitzacid

de la inulina.

(2) S’ha comprovat que, efectivament, els productes analitzats es poden
considerar polimers tensioactius. Dels productes sintetitzats, I’InEC8 1
I’InEC12 so6n els que produeixen una reduccid de la tensid superficial de
I’aigua més important, comparable a altres tensioactius polimerics o de baix

pes molecular. Aquests productes formen agregats nanometrics en solucio.
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(3) L’estudi de la viscositat ha confirmat que a concentracions petites es
comporten com a esferes rigides i que la fraccidé en volum aparent és

superior a la real.

(4) S’ha determinat que les propietats emulsionants dels HMI depenen del grau

de substitucid i ’estructura de les cadenes hidrofobes unides a la inulina.

(5) S’ha comprovat que els productes sintetitzats tenen propietats
emulsionants,. Entre tots ells el millor i comparable al producte de

referéncia InSP1 és I’InEC;».
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5.5 CARACTERITZACIO FISICOQUIMICA DE MESCLES HMI-

DDAB EN MEDI AQUOS

A principis de la década del 1990, es van comencar a investigar les interaccions entre
polimers modificats i sistemes dispersos formats per tensioactius amb especial emfasi
sobre els sistemes formats per micelles'>. Gracies a aixd els principals tipus de
comportament fasic, les forces subjacents i els efectes estructurals/reologics implicats es
poden entendre bastant bé la qual cosa ha permes I’ampliacié del camp d’aplicacid dels
polimers modificats hidrofobicament com ara el poli(etilenglicol), la poli(acrilamida),
I’hidroxietilcel-lulosa o la carboximetilcel-lulosa entre d’altres, en diferents arees
comercialment importants com la recuperacid de cru, 1’alliberament de farmacs o la

formulacié cosmetica'>*.

Despreés d’una recerca bibliografica es va poder comprovar que les propietats de la
inulina modificada en sistemes dispersos formats per tensioactius havien rebut
comparativament molta menys atencid. Malgrat que degut al seu baix pes molecular, la
inulina modificada hidrofobicament (HMI) dificilment pugui, a priori, formar gels amb
sistemes dispersos formats per tensioactius (micel-les o vesicules), es raonable pensar
que les seves parts hidrofobes interaccionin d’alguna manera amb les regions hidrofobes

dels agregats.

La primera evidencia d’interacci6 entre inulina 1 tensioactius es va manifestar durant
el desenvolupament del procés d’obtencié de HMI en sistemes aquosos en preséncia de
DTAB (veure ap. 5.2.3). Com s’ha explicat en 1’apartat de sintesi, I’efecte que produia
la concentracid de tensioactiu sobre 1’eficiencia de la reaccido de modificacid es podia

explicar per la formaciéo d’un complex entre la inulina 1 el tensioactiu cationic usat per
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catalitzar la reaccid, el bromur de dodeciltrimetilamoni DTAB. Aixi doncs, el complex,
estabilitzat tant per interaccions electrostatiques com per interaccions hidrofobiques'>,

permetia la catalisi micel-lar de la reaccié de modificacio.

Per tal de realitzar I’estudi d’interaccid es va escollir el tensioactiu bromur de
didodecildimetilamoni (DDAB), un tensioactiu dicatenari de referéncia facilment
disponible i que forma vesicules. Per aquest estudi, els HMI seleccionats han estat
I’InSP1 i ’InECy;. A partir de I’estudi dels efectes de 1’addicié d’HMI sobre el
comportament reologic i la nanoestructura de solucions de DDAB s’han interpretat els

resultats obtinguts en termes d’interaccio.

5.5.1 Reologia del sistema HMI-DDAB

Dels resultats de la caracteritzaci6 reologica de les solucions pures d’inulina i1 de
I’inulina modificada se’n desprén que per poder estudiar les interaccions entre I’HMI 1
el tensioactiu (DDAB) a través de mesures de viscositat, el rang de concentracions de
treball del polimer havia de ser dins del regim diluit (conc polimer <5%) per aixi
minimitzar els efectes deguts a les interaccions polimer-polimer. Per altra banda, tots els
experiments es van realitzar a 35°C per evitar la proximitat a la temperatura de Kraft del
tensioactiu, on la precipitacié del tensioactiu (interaccions DDAB-DDAB) fan
augmentar la viscositat del sistema'*®. Finalment, la concentracié de DDAB es va
limitar fins al 7.25% (p/p) ja que per sobre d’aquesta concentracid no es podia assegurar
una bona mescla dels tres components (HMI-DDAB-H,0). Per tant, les condicions per
analitzar la interaccid entre els HMI sintetitzats i els agregats formats pel DDAB van ser

entre 0-2.0% d’HMI, 1 entre 0-7.25 % (p/p) de DDAB.
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En primer lloc, per tal de caracteritzar el comportament reologic del DDAB en
solucio, es va mesurar la viscositat newtoniana de diferents solucions de DDAB sol
(sense polimer). En segon lloc, per tal de caracteritzar la influéncia de la preséncia del
polimer d’inulina sense modificar, es van mesurar solucions a 1’1% d’InN25 en funcio
de la fraccio en volum de DDAB (veure 4.5.2.2). Finalment, les viscositats dels
polimers modificats també es van mesurar en solucions a I’1% d’HMI. Els simbols de la

Figura 5.24 il-lustren les diferents corbes de viscositat newtoniana relativa (7, )

corresponents a les solucions de polimer modificat (InEC;, i InSP1), de polimer no

modificat (InN25) i de DDAB sol (sense polimer).

La Figura 5.24 es mostren els resultats de viscositat pels diferents sistemes DDAB-

Polimer. Aquests resultats s’han ajustat a I’equaci6 de Brady'”’:

"0 .
%:(1—;;5/%) 2 Eq. 2-7

0

n,(0)=

A P’Eq. 2-7 n, és la viscositat relativa del sistema, la ¢ ¢&s la fraccido en volum del
DDAB i la ¢ és la fraccid en volum critica a partir de la qual la viscositat del sistema
divergeix. El valor de la ¢ s’ha trobat representant \/E vs. ¢ de manera que el
pendent de la recta correspon a la inversa de la ¢, . Les linies del grafic s’han representat
utilitzant la ¢ trobada (llegenda del grafic) per cada sistema. Per poder discutir els

resultats en base al model d’esferes rigides, s’ha representat també el comportament

reologic corresponent al valor de g, — 4,,, 0.6 seguint aquesta equacio.
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Figura 5.24 Viscositat newtoniana relativa (a la viscositat de I’aigua) dels sistemes al 1% de
polimer (InECy, i InSP1) en funcio de la fracci6é en volum hidrofob del DDAB.

Respecte de la ¢, els sistemes DDAB-InEC;, (blau mari) i DDAB-InSP1 (blau cel)
difereixen considerablement de la mescla DDAB-Inulina(N25) (verd), que practicament
es comporta igual que la soluci6 de DDAB sense polimer (vermell). En el cas del
DDAB+InN25 i DDAB sol, la viscositat newtoniana relativa a baixa cisalla ( 77_)0)
presenta una divergéncia a partir d’'una ¢, de 0.021. En canvi, les solucions amb InEC;,
1 SP1 la divergeéncia apareix a concentracions superiors, 0.047 i 0.082, respectivament.
La variacio de la posicio de la ¢, respecte la corresponent al model d’esferes rigides
indica que ’addici6 d’HMI a solucions de DDAB té importants efectes sobre la

microestructura del sistema DDAB (aq.), de manera que aquests canvis podrien venir
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donats tan per variacions en el volum ocupat pels agregats de DDAB, com per canvis en

la magnitud de les interaccions particula-particula.

El fet de que el comportament reologic del sistema mescla 1% Inulina(N25)-DDAB
sigui practicament el mateix que pel DDAB sol, es pot deduir que la microestructura
d’ambdos sistemes €s la mateixa. Tenint en compte que el DDAB sol forma estructures
laminars amb forma de vesicules'*®, el comportament s’hauria de poder explicar fins a
cert punt segons un model convenientment adaptat per considerar les repulsions a llarga
distancia. L’augment sobtat de la viscositat d’ambdods sistemes es podria explicar per la
formacié d’un gel de vesicules estabilitzat per interaccions electrostatiques entre la
superficies carregades de les vesicules. En aquest cas, la superficie vesicular estaria
neutralitzada per una distribucié equivalent de contraions formant el que es coneix com
a doble capa eléctrica. El gruix d’aquesta capa depén de la carrega dels seus components
1 de la concentracié d’electrolit en el medi, essent de centenars de nm a baixes
concentracions d’electrolit fins a 1 o 2 nm a elevades concentracions. Aquest fet
explicaria la reduccio significativa de la viscositat observada en gels de DDAB en

presencia de petites quantitats de NaCl en el sistema.

Com es pot observar en la Figura 5.25, degut a ’estructura “buida” de les vesicules,
no ¢s possible determinar la seva fraccio en volum efectiva sense coneixer préviament el
radi, el gruix de bicapa i el nimero de bicapes per caracteritzar els seu comportament

reologic.
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Figura 5.25 Diferents nivells d’organitzacio del sistema DDAB-H,O en funci6 de la concentracié
de DDAB.
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5.5.2 Microscopia del sistema HMI-DDAB

En una primera aproximacié es van observar les mostres mitjancant microscopia
optica de fluorescencia per tal de coneixer I’estructura dels sistemes caracteritzats per
reologia. El colorant (Nile Red) és hidrofob i1 es situa preferentment a 1’interior de les

bicapes formades pel DDAB.

Figura 5.26 Fotomicrografies amb Nile Red (100X) obtingudes per les diferents solucions de
DDAB, DAB+Inulina(N25) i DDAB+InEC;,, on la concentracié de polimer es va fixar al 1% (p/p).
El color vermell del colorant es va filtrar per donar més contrast a la imatge (ara correspon al color
blanc) i a cada micrografia se li va introduir una unitat de mesura de Spm a la part inferior dreta.

La Figura 5.26, mostra una seleccid de 4 fotomicrografies per cada sistema, ordenats
en funcid del tipus de polimer i la concentracid6 de DDAB. Com es pot observar la
columna de ’esquerra i la del mig de la figura representen els sistemes de DDAB sense

polimer 1 1% InN25-DDAB, respectivament. Ambdds sistemes augmenten el numero de
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vesicules observades a mesura que s’incrementa la concentracidé de tensioactiu en el
medi. Tot 1 aixd, la distribucié de les vesicules observades no correspon amb el
comportament reologic observat, on per exemple a 100 mM DDAB, la viscositat del
sistema és 7 ordres de magnitud superior a la viscositat de 1’aigua, mentre que
I’observacid per microscopia de fluoresceéncia faria pensar ue tenim vesicules
multilaminars allunyades unes de les altres, 1 per tant, amb poca interaccid, el que
implicaria una viscositat similar a la del medi. Un sistema d’aquestes caracteristiques
reologiques, com per exemple el descrit per Gradzielski, M et al.'”, hauria d’estar
constituit per vesicules molt més petites, aproximadament 10 vegades més petites que

les que es poden observar per microscopia de fluorescéncia (~1-5 um).

Figura 5.27 Ampliacié de la fotomicrografia del sistema DDAB + Inulina(N25) a 200 mM de
DDAB.

La Figura 5.27 mostra una ampliacié de la fotomicrografia del sistema DDAB +

Inulina(N25) a 200 mM de DDAB. Tot i la dificultat per determinar la mida de
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particules inferiors a 1 um, es possible observar una tonalitat de fons de particules més

petites que podria explicar la viscositat del sistema.

El sistema més sorprenent és el 1% InEC;,-DDAB que es mostra a la columna dreta
de la Figura 5.26. Com es pot observar, sigui quina sigui la concentracié de DDAB, en
presencia d’inulina modificada hidrofobicament, la distribucié caracteristica dels

sistemes anteriors canvia radicalment.

Figura 5.28 Ampliacié de la fotomicrografia del sistema 1%InEC,, a 200 mM DDAB.

La Figura 5.28 mostra I’ampliacio de la fotomicrografia del sistema 1%InEC;, a 200
mM DDAB. D’aquest resultat podem deduir que el colorant es troba dispers en dominis

molt petits que donen lloc a una coloracid uniforme.
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5.5.3 Difraccio de raigs X a angle petit (SAXS) del sistema HMI-

DDAB

Degut a la dificultat per resoldre la microestructura dels sistemes HMI-DDAB a
través dels resultats de reologia 1 microscopia, es van utilitzar técniques de difraccid de

raigs X els resultats dels quals es mostren a continuacid.

100

Intensitat (u.a)

- 0.055 (200 mM)
- 0.0&E (160 mM)
- 0,053 (125 mM)
Fpaws '0-032 (75 mM)
—— Model de lamines apilades

'#W.‘!!

'tL'lJ.‘u!

t o g

0.1 1

g (nm")

Figura 5.29 Patrons de difracci6 de SAXS de diferents mostres pures de DDAB a diferents
concentracions (75, 125, 160, 200 mM) (simbols), juntament amb els millors ajusts al model de
lamines apilades obtinguts (linies).

La Figura 5.29 mostra els patrons de difraccié de SAXS de diferents mostres pures de
DDAB a diferents concentracions. Com es pot observar, les mostres a 75 1 125 mM no
presenten cap maxim d’intensitat difractada dins la finestra d’observacid de I’aparell.
Aquest fet indica que la distancia de separacid entre bicapes €s massa gran per poder

veure-la 0 bé que no estan ordenades. Les solucions a 160 i 200 mM DDAB si que
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presenten maxims 1 ho fan a les mateixes q, 1 inicament es diferencien en la intensitat,
que és superior a major concentracio. Segons el model de lamines apilades, entre 160 i
200 mM DDAB [I’estructura de la bicapa es manté constant, essent el gruix de la bicapa
(dp) de 2941 nm i la distancia entre bicapes (d.) de 12.5+1 nm. El parametre de Caille
(n7,/) dona informaci6 sobre la flexibilitat de la bicapa; a major #; , menor rigidesa de la
bicapa.

Taula 11 Distancia de repeticio (d), parametre de Caillé o flexibilitat (1), nombre de bicapes
apilades (N) i parametre estadistic chi quadrat Zi ,(bondat de I’ajust) obtinguts pel métode de

lamines apilades per sistemes DDAB pur a diferents concentracions.

Parametres d’ajust Poas Viidror/ V)

75 mM 125 mM 160 mM 200 mM
d (nm) 43.9 +1.4 423+ 0.5 30.0 +£0.03 29.3+0.06
7 052+3.9 0.24 +0.03 0.05+0.01 0,092 +0.01
N 1.1+0.6 54+£2.1 72+4.1 79+48
X 5.7 3.7 2.9 35

2 ,Zli_f”i)z

Yoo = =1-> Error purament estadistic (N:nimero de punts; n: nimero de parametres).
red N-n-1

Com es pot observar en Taula 11, el sistema DDAB pur mostra una disminucio de les
distancies de repetici6 1 un augment de la rigidesa de la bicapa amb la concentraci6 de
DDAB. A majors concentracions de DDAB, les vesicules formades pel tensioactiu estan
més proximes, augmentant la repulsido entre les superficies. Aquest augment de la
interaccid entre les vesicules es tradueix, primer, en una disminucié de la distancia de
repeticio, 1 segon, en un augment tant de la rigidesa com del nombre de bicapes
correlacionades. Aquesta observacid esta en concordanga amb els resultats de viscositat,
ja que a major repulsio entre vesicules major la dificultat per desplagar-les 1, per tant

major viscositat.

Per tal de poder avaluar el canvis sobre la microestructura del DDAB en presencia

dels polimers d’inulina, es va mesurar I’espectre de SAXS dels sistemes 1% InEC,-
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160mM DDAB, 1%InOSA-160mM, 1%Inulina(N25) i es van comparar amb 1’espectre

del 160 mM DDAB sense polimer.

mM DDAB

Intensitat (u.a)

v +1.0% InEC12
+ 0 +1.0% InOSA
+1.0% Inulina{M25)
Sense polimer
1 —— Model de lamines apliades

0.1 1

Figura 5.30 Patrons de difracci6 de SAXS de diferents mostres a 160 mM de DDAB en preséncia
d’un 1% de diferents polimers d’inulina (simbols), juntament amb els millors ajusts al model de
lamines apilades obtinguts (linies).

Dels patrons de difraccié de la Figura 5.30 es pot deduir la influéncia del tipus de
modificacié del polimer d’inulina sobre la microestructura del DDAB. Com es pot
comprovar, segons el tipus de modificaciéo hidrofobica de la inulina els efectes son
diferents: la modificacié amb anhidrid de 1’acid alquenil succinic (ASA) no presenta
diferéncies significatives respecte de la inulina(N25) sense modificar, mentre que hi ha
un desplacament dels pics cap a I’esquerra, distancies més grans, i menys marcats, la
modificacié amb 1,2-alquilepoxids produeix canvis importants respecte la intensitat i la
posicio dels pics de difraccid. Aixo indicaria que la preséncia de la carrega negativa del

InOSA podria neutralitzar 1’efecte observat en I’'InEC;;, que és neutre.



RESULTATS I DISCUSSIO 177

Taula 12 Distancia de repeticio (d), parametre de Caillé o flexibilitat (1), nombre de bicapes
apilades (N) i parametre estadistic chi quadrat y fe , (bondat de I’ajust) obtinguts pel métode de

lamines apilades per sistemes 160 mM DDAB i mescles 1% InN25-DDAB, 1%InOSA-DDAB i
1%InEC,,-DDAB.

Polimer 1% + DDAB 160 mM

Parametres d’ajust DDAB pur  + Inulina(N25) + InOSA + InEC,,
d (nm) 30.0 314 32.1 27.6
n; 0.054 0.092 0.088 1.18
N 7.2 2.4 2.49 46
pa 2.9 15 1.6 2.1

2 _ Z(ﬂ(i - f”i)z

ed = | =1-> Error purament estadistic (N:nimero de punts; n: nimero de parametres).
—n-

La Taula 12 conté els valors dels parametres d’ajust corresponents als diferents
sistemes. Per una banda, en preseéncia de la inulina(N25) 1 I’InOSA, I’estructura laminar
del DDAB tendeix a ampliar la distancia entre lamines al mateix temps que el parametre
de Caillé (flexibilitat) augmenta i el nombre de capes correlacionades disminueixen
respecte el sistema de DDAB sol, discutit anteriorment. Aquest comportament es podria
explicar pel fet que els polimers es situen entre les diferents bicapes de DDAB del
sistema. Conseqiientment, la distancia entre les bicapes augmenta amb la preséncia de
polimer, provocant que la rigidesa (potencial de repulsid) entre bicapes disminueixi. En
el cas de I'InEC, tot i que la bondat de 1’ajust es comparable als casos anteriors,
presenta un nombre de capes correlacionades 1 de flexibilitat de la bicapa molt grans
totes dues, el que li resta sentit fisic. Aquest error es deu a la dificultat d’ajustar un

model de lamines apilades a espectres poc definits.

Per tal de caracteritzar el sistema InEC;,-DDAB es van mesurar els espectres de

SAXS de diferents sistemes variant la quantitat de polimer entre 0 1 2% mantenint
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constant la concentraci6 de DDAB a 200mM. Els difractogrames es mostren a

continuacio, a la Figura 5.31.
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Figura 5.31 Patrons de difracci6 de SAXS de diferents mostres a 200 mM de DDAB en preséncia
d’un 1% del polimer InEC12 a diferents concentracions (0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0%) (simbols),
juntament amb els millors ajusts al model de lamines apilades i/o al model de cilindres conceéntrics
obtinguts (linies).

Els patrons de difraccid de la Figura 5.31 i els valors de la Taula 13 mostren la
variacid de la microestructura del sistema 200mM DDAB en funci6 de la concentracio
del polimer InEC;,. Com es pot observar, a concentracions molt petites de polimer es
produeix un canvi sobtat de la posici6 dels pics de difraccié cap a la dreta (distancies
més petites), mantenint el patrd de cristall liquid laminar. Despres, malgrat que 1’addicio
successiva de més quantitat de polimer no produeix cap efecte sobre la posicio dels pics,
si que ho fa sobre la intensitat dels pics, que va disminuint amb la concentracid fins a

desapareixer practicament.
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A partir dels espectres de SAXS de la Figura 5.31 podem deduir que hi ha separacid
de fases. El fet que 1’addicié de petites quantitats provoquin un canvi sobtat, 1 despres,
addicions successives no produeixin cap efecte sobre la posicio del pic i per tant sobre la
microestructura del sistema, es pot entendre si hi ha una separacié de fases per mitja
d’un fenomen de deplecid que consisteix en I’eliminacid d’una part del liquid
constituent d’una mescla. Degut a que 1’efecte es produeix a concentracions molt petites
de polimer, els sistema podria assemblar-se a un sistema critic (petits canvis de
concentracio produeixen grans canvis en les proporcions de les fases separades).
Despres de la separacid, les dues fases resultants estan en equilibri, aleshores el grau de
llibertat que resta és la proporcid de les fases a partir de considerar la regla de les
fases'® per tres components (InNEC12-DDAB-H20) (encara que sabem que en realitat
poden ser més). Aquest fet explicaria I’observacié de la disminucid progressiva de la
intensitat dels maxims de difraccid.

Taula 13 Distancia de repeticio (d), parametre de Caillé o flexibilitat (1), nombre de bicapes
apilades (N) i parametre estadistic chi quadrat y (bondat de I’ajust) obtinguts pel meétode de

lamines apilades per sistemes 200 mM DDAB i mescles amb diferent concentracié d’InEC;,.

% (p/p) InEC;, + 200 mM DDAB

Parametres d’ajust

0% 0,25% 0,50% 1% 2%
d (nm) 29.3 235 23.9 23.6 23.4
n 0.09 0.17 0.23 0.22 0.29
N 8 16 7 297 725
22 3.5 1.8 1.7 1.9 1.6

Z . —
Zrzed: ](é(l_nl_lll)z

=1-> Error purament estadistic (N:nimero de punts; n: nimero de parametres).
Per tal de caracteritzar les noves fases produides per la presencia del polimer InEC;
en el sistema DDAB-H,0, es van modelar els patrons de difracci6 utilitzant el model de

lamines apilades.
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El sistema probablement en una fase gel formada per vesicules unilaminars
empaquetades, en cas d’haver-hi deplecid, les vesicules del sistema reduirien la
distancia de separacio entre elles, la qual cosa produiria una reducci6 de la distancia de
repeticié (desplacament a la dreta a I’espectre de SAXS). En aquest cas pero, la major
proximitat de les superficies produiria també un augment de la rigidesa de la bicapa que
es traduiria en una disminucio del parametre de Caillé 7;. Com es pot observar en la
Taula 13 #; no disminueix, si no que tendeix a augmentar. Per tant, no es pot considerar
que el sistema estigui format per vesicules unilaminars. Per veure si el sistema responia
com un model compost per vesicules unilaminars empaquetades com el descrit per
Gradzielski et al., el sistema formaria un “ringing gel” que €s un sistema capag¢ de vibrar

a freqiiencies en el rang audible, i aixo no s’ha observat.

Una altra possibilitat a considerar és la formacié d’una fase gel micel-lar formada per
micel-les cilindriques tipus cuc enredades (entagled wormlike micelles). En un sistema
com aquest, I’evolucié del creixement micel-lar, la ramificaci6 o I’entrecreuament
d’aquestes estructures es pot predir en base el comportament reologic i la difraccié de
raigs X a angle petit (SAXS)'®"'%. Tot i que, els patrons de difraccié escalen segons q*
(caracteristica dels sistemes micel-lars cilindrics), resulta dificil justificar I’increment
tant sobtat de la viscositat, malgrat 1’existéncia d’interaccions electrostatiques de
repulsid. Dues caracteristiques reologiques d’aquest tipus de fases gel, es la poca
influéncia de la forca idnica sobre la viscositat'® i 1’efecte Weissenberg'®*. No es pogué
detectar I’efecte Weissenberg en els sistemes InEC;,-DDAB i 1’addicié de petites
quantitats de NaCl produia una reduccié considerable de la viscositat per reducci6 de la
doble capa eléctrica. Aquest comportament reologic i de difraccio es podria explicar per
I’existeéncia de particules cilindriques més petites que les micel-les tipus cuc i amb fortes

repulsions electrostatiques.
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En un gel format per particules cilindriques s’hauria de poder observar un modul
elastic 1 un llindar de fluéncia. Com que a partir de les mesures de reologia es va poder
observar que les mostres tenien modul elastic i un llindar de fluéncia i que aquest
comportament és compatible amb un sistema de particules cilindriques'®. Ens va
permetre pensaren 1’aplicacié d’un model de cilindres en dues capes, nucli-coberta a les

fases més concentrades en polimer (1% InEC;,-DDAB; 2%InEC;,-DDAB).

Taula 14 Dimensions dels cilindres i parametre estadistic chi quadrat y’ (bondat de I’ajust)

obtinguts pel métode de cilindres en dues capes per sistemes mixtes InEC;, + DDAB.

% (p/p) InEC,, + 200mM DDAB

Dimensions del cilindre (nm)

1% 2%
Radi total(R) 1.8 2.1
Gruix hidrofil 0.84 1.1
Longitud total(L) 13.7 18.2
p o 6.4 1.2
x rze 0 M =1-> Error purament estadistic (N:ntimero de punts; n: nimero de parametres).

Observant 1’ajust sobre el grafic es pot observar que el 1% InEC;,-DDAB no s’ajusta
al model. En canvi, en el 2% InEC;,-DDAB com que els pics practicament han
desaparegut el sistema s’ajusta raonablement bé al model de cilindres de dues capes.
Segons aquest resultat, el gel format per DDAB (0.2M) i InEC;; (2%) podria
correspondre basicament a una dispersié de cilindres de dimensions nanometriques.
Segons 1’ajust els cilindres tindrien un aspecte (r=L/R) al voltant de 9 i una longitud (L)
d’uns 18 nm (les dimensions del cilindre es detallen a la Taula 14), si tenim en compte
que tenim dues fases és possible que els diferents espectres de la transicié de lamines a

cilindres s6n un combinacid a diferents proporcions de cada fase.

Per tal de comprovar aquesta hipotesi es va calcular la ¢c d’un sistema com el

descrit a la caracteritzacié reologica, on a concentracions al 1% d’InEC;, produien un
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augment de la ¢c de 0.02 (DDAB) a 0.05 (1% InEC;,-DDAB). El comportament
reologic d’una dispersid depeén del volum efectiu que ocupen les particules. En aquest

cas, els cilindres ocuparien un volum efectiu equivalent a una esfera rigida de radi L/2.

Aleshores, si es coneix L, es pot trobar el valor de ¢c , de la segilient manera:

V. ? e
Vettndre |_ 4 AR | _ (Peel _ 0483

1 3 2
Vesfera eq- 6 7L r

¢c = ¢gel X

Per unes dimensions del cilindre: L=18.2 nm i R=2.1nm.

Si comparem aquest valor amb el trobat per reologia, ambdods valors coincideixen, la
qual cosa ens permet afirmar que el comportament reologic també és compatible amb un

model de cilindres.

5.5.4 Birefringéncia dels sistemes HMI-DDAB

Es va observar que hi havia mostres que presentaven birefringéncia, mostres que no
en presentaven i mostres que nomes presentaven birefringéncia en ésser cisallades. Per
estudiar a qué era degut aquest fenomen es van preparar diferents solucions mixtes
mantenint constant la concentraci6 de DDAB a 100mM (#ppsp = 0.046) 1 variant la
concentracio de InEC12 (0%, 0.005% (CAC), 0.05%, 0.125%, 0.25%, 0.5% i 1%). les
mostres es van enganxar en un suport metal-lic que permetia manipular les mostres per
igual. Per observar la birefringencia, es van fotografiar les mostres amb una camera
digital convencional abans 1 despres de capgirar les mostres despres mitjancant uns

polaritzadors creuats com mostra la Figura 5.32.
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Figura 5.32 Solucions mixtes mantenint constant la concentracié6 de DDAB a 100mM (¢ppap =
0.046) i variant la concentracié de InEC;, en aquest ordre: 0, 0.005 (~CAC), 0.05, 0.125, 0.25, 0.5 i
1%. A fotografia amb llum normal, B fotografia amb llum polaritzada, C fotografia amb llum
polaritzada després de capgirar les mostres, D i E mostra 1% InEC,; + 100mM DDAB abans i
després de la cisalla.

Els resultats de les fotografies es poden agrupar en dos grups en funcié de la
birefringencia. La birefringéncia estatica, observada a concentracions de polimer entre
0 < Cporimer < 0.25 %, indica la presencia de la fase laminar concentrada que s’ha
caracteritzat per SAXS. En canvi, I’aparicié de birefringencia despres de cisallar el
sistema, implica que hi ha estructures que s’orienten durant la cisalla. Aquest fenomen,
caracteristica d’estructures cilindriques i discoidals, s’anomena dinamica, i reforca la

hipotesi de les estructures cilindriques.

Pel que fa al comportament reologic, les mostres presenten diferéncies significatives
que coincideixen amb el model proposat de coexisténcia de dues fases. Aixi, I’addicio
d’HMI a concentracions properes a la CAC disminueix lleugerament la viscositat del
DDAB, la qual cosa evidencia un canvi en la microestructura del sistema. Segons el

model proposat, la separacié de fases produeix una fase concentrada (vesicules) i una
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fase diluida (cilindres), per tant resulta logic que la fase que es va formant a mesura que

s’incrementa la concentraci6 de polimer tingui una viscositat menor.

Aquestes mostres conservades en repos al laboratori durant 6 mesos presentaven
indicis visibles de separacio de fases. Aixo confirmaria les deduccions fetes a partir de
SAXS. Observacions al cap de tres mesos no mostraven cap indici de separacid, el que
¢s indicatiu de la lentitud dels processos implicats que suposen una elevada

metaestabilitat.

5.5.5 Conclusions parcials

Les conclusions de la caracteritzacid fisicoquimica de mescles aquoses HMI-DDAB

es presenten a continuacio,

(1) S’ha determinat una reduccié important de la viscositat de les solucions de

DDAB en preséncia de petites quantitats de HMI (InECy, 1 InSP1).

(2) A partir de les observacions realitzades, la reduccido de viscositat es pot
atribuir a un canvi de la microestructura del sistema DDAB, passant de

vesicules a nanocilindres formats per molecules ’HMI 1 DDAB.

(3) S’ha determinat que la transicié de vesicules a nanocilindres succeeix a
través d’una microseparacidé de fases, donant lloc a una fase laminar més

concentrada i una altra composta per nanocilindres.

(4) Les mostres multifasiques tenen metaestabilitats remarcables, cosa que en

dificulta I’estudi.
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6 Conclusions generals

Les conclusions generals d’aquesta tesi doctoral s’exposen a continuacio,

1.- S’han dissenyat i optimitzat processos d’obtenci6 de tensioactius polimerics basats
en la inulina en medi aquds que han permes evitar 1’is de dissolvents organics en el

medi de reaccid.

2.- La modificacié hidrofobica de la inulina en medi basic aquds s’ha realitzat
eficientment mitjancant la unid covalent de cadenes hidrofobes al polimer d’inulina,
variant el tipus d’unid (enllag éter o ester), el grau de substitucid (0.05-0.3) i la longitud

de cadena hidrofoba (Ce-Cag).

3.- S’han superat les dificultats d’aconseguir modificacions hidrofobiques eficients en
medi basic aquds mitjangant reactius amb cadenes molt hidrofobes (alquil > Cj), a

través d’introduir DTAB en el medi de reaccid com a catalitzador micel-lar.

4.- S’ha demostrat que els HMI sintetitzats son tensioactius polimerics, s’agreguen i
tenen propietats equiparables al tensioactiu polimeric comercial basat en la inulina, SP1.

Aix0 ha estat possible gracies a estudis del seu comportament en solucid.

5.- S’ha determinat que la preséncia de petites quantitats d’HMI (InEC;, o InSP1)
produeix una reduccid important de la viscositat del DDAB en aigua. Aquest fenomen

s’ha pogut relacionar amb canvis de la microstructura del sistema.

A partir de les conclusions d’aquesta tesi es pot esperar que els HMI puguin tenir

aplicaci6 en la formulacio de vehicles d’alliberament controlat en biomedicina.
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