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RESUMEN
En otros paises se han realizado investigaciones sobre el cido itaconico, no es el caso de
México; por su muy similar estructura a la de los acrilatos se puede polimerizar y es

versétil para obtener sustitutos de algunos derivados del petroleo.

Con el fin de analizar sus métodos de obtencién y polimerizacion se requiere:
e Establecer el estado del arte.
e Describir los métodos.

e Presentar la situacion de produccién y comercializacion del acido.

Para la produccion de este compuesto se utiliza un proceso de biosintesis. Se trata de un
proceso de fermentacion con la ayuda de hongos de la familia Aspergillus,
especificamente A. Terreus. Se pueden tomar carbohidratos de diferentes tipos de
sustratos ricos en ellos; cascara de tubérculos, almidon de maiz, jugo de cafia de azucar,
por mencionar algunos. También se aborda el uso de enzimas y técnicas de ingenieria

genética para su produccion.

Se presentan algunos de los métodos de polimerizacion que se han estudiado hasta la
fecha, tales como polimerizacién en solucibn acuosa, polimerizacibn en dioxano, por
hidrolisis del polianhidrido itaconico y por iniciacion redox. Para cada uno de ellos se
describen las condiciones en las que los investigadores han logrado polimerizarlo y
obtener un material que por si mismo o copolimerizado ofrece una gran variedad de

aplicaciones.

También se mencionan algunas investigaciones que se han hecho respecto a los métodos
de obtencion de poliésteres derivados del acido itacénico y sus aplicaciones como
polimeros inteligentes, elastdmeros, compositos, recubrimientos y en el area médica como

dosificadores de medicamentos, por mencionar algunos ejemplos.

Por ultimo, se describe la situacion global del mercado del acido itacénico a nivel mundial

y cOMO se espera que sea su crecimiento en los proximos afos.
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INTRODUCCION

La polimerizacion de los acidos organicos para la produccion de polimeros es un método
alternativo a los convencionales utilizados durante afios. Adicionalmente, la industria de
los polimeros ha crecido constantemente a través del tiempo para satisfacer las
necesidades de la poblacién. Debido a esta problematica se ha estudiado el &cido
itaconico, sus métodos de obtencion, asi como su polimerizacion para sintetizar
materiales de facil degradacion y amigables con el medio ambiente que es lo que mas se
necesita en la actualidad para corregir la situacion de contaminacion que se le atribuye a

los plasticos.

Por lo anterior, se analizan los distintos métodos para la obtencion de este acido, asi como
conocer las distintas técnicas polimerizacion que se pueden utilizar. El alcance de esta
investigacion es la presentacion de los métodos de obtencion a escala laboratorio que

contribuyan a trabajos posteriores.

La importancia de este estudio radica en encontrar otras alternativas de macromoléculas
de origen biotecnolégico a partir de acidos organicos como lo es el itaconico. Ademas dar
a conocer su produccion y comercializacion para presentar un panorama general de las

ventajas de la produccion del &cido para su posterior polimerizacion.

El crecimiento que ha tenido el mercado del &cido itacénico en el mundo se traduce en la
creacion de empresas exportadoras, la gran mayoria de ellas ubicadas en China, otras
pocas en E.U.A. [21]. Aunado a esto se tiene previsto que su demanda incremente debido
a la gran cantidad de aplicaciones que tienen los polimeros derivados de este, lo que

significa un nicho de mercado para nuestro pais.

Las investigaciones que se han realizado acerca de los poliésteres derivados de este
acido apuntan hacia un futuro prometedor para estos biopolimeros que poseen mejores

caracteristicas y propiedades para cada una de sus aplicaciones.
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CAPITULO |

ANTECEDENTES SOBRE EL ACIDO ITACONICO

La contaminacion derivada de los materiales plasticos de dificil degradacion y que no
se reciclan sigue en incremento, esta es una situacion preocupante, debido a que el
medio ambiente sufre dafos irreversibles. Afortunadamente existen otras alternativas
gue no son contaminantes, el obtener materiales plasticos con materias primas

naturales es una de ellas.

En el presente trabajo se explican los beneficios de usar acido itacénico que es una
de las materias primas constructoras de materiales plasticos para la obtencién ya sea
de homopolimeros o copolimeros que sustituyan a los polimeros de origen fésil que,

como se sabe, son dificiles de degradar.

Sus derivados constituyen una interesante familia de monomeros de origen
renovable. El acido itacénico, materia prima principal en la sintesis de los itaconatos,
se obtiene mediante procesos de fermentacion a gran escala de melazas, que por su
estructura parecida a los acrilatos son el tipo de polimero que pueden ser sustituidos
por estos polimeros [1].

I.1 Desarrollo tecnoldgico

La esterificacion del &cido itaconico fue descrita por primera vez por Swarts en 1873
[1], mientras que la polimerizacion de estos compuestos no aparecié publicada hasta
1967 por Tate. El origen no fésil de estas sustancias y su similitud estructural con los
derivados acrilicos, les hacen sumamente interesantes como posible alternativa a

ciertos monémeros de uso frecuente en la industria.

Kinoshita, 1932 [2] fue el primer autor que investigd acerca de los métodos de
obtencion. Descubri6 que un hongo filamentoso era capaz de producir acido

itaconico y, en consecuencia, describid esta especie como Aspergillus itaconicus.
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Se encontro el acido itaconico aislado como un subproducto en la pir6lisis de acido
citrico. Mientras que el interés potencial se orientaba como mondmero, se prepararon

polimeros a partir de sus derivados.

Posteriormente Bentley and Thiessen (1957) [3] propusieron una ruta para la
biosintesis del acido itaconico, empleando como sustrato un carbohidrato como la
glucosa; las moléculas de carbono son procesadas via glucdlisis hasta piruvato. En
este método el piruvato es metabolizado por la enzima Acetil-CoA para transformarlo

en itaconato. [4]

En 1962 Robert C. Nubel et al. [5] publicaron la patente No. 3044941 “Proceso para
producir acido itaconico” en la cual se muestran cinco ejemplos distintos con los que

se puede obtener a traves de la fermentacion con Aspergillus terreus:

1) Con melaza de remolacha diluida al 18% m/v.

2) Sustitucion del hongo por Aspergillus itaconicus con la misma formulacion.
3) Con mezcla de melaza de remolacha diluida y melaza de cafia al 18% m/v.
4) Con mezcla de melaza de remolacha diluida y glucosa al 10% m/v.

5) Con mezcla de melaza de remolacha diluida y fructuosa al 10% m/v.

En la patente No. 3873425 de Kobayashi et al. (1975) [6] la innovacién es la
implementacion de la electrodidlisis para mejorar los procesos anteriormente
publicados. Con la electrodialisis de la sal de acido itaconico generada a partir del
caldo de fermentacion, a través de membranas de intercambio iénico, se pueden
eliminar impurezas de alto peso molecular que estan contenidas en el caldo de
cultivo. El dializado que se recupera en la electrodidlisis tiene una cantidad
considerable de acido itaconico, azucar y similares, los cuales pueden ser

efectivamente reciclados para formar el siguiente medio de fermentacion.

También se han realizado algunas investigaciones acerca de los métodos de

polimerizacidn como se mencionan a continuacion.

Stawski y Polowinski (2005) [7] en su trabajo presentan la polimerizacion del acido

itaconico por cuatro métodos diferentes: polimerizacion en solucion acuosa,
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polimerizacion en dioxano, por hidroélisis del poli anhidrido itacénico y por iniciacion

redox.

Es importante comentar que el acido itaconico es un acido diprotico no saturado, la
presencia del doble enlace le aporta caracteristicas quimicas activas, como por
ejemplo puede polimerizar. Es soluble en agua, etanol y otros disolventes. Ademas
es una sustancia procedente de materias primas renovables como el jugo de cafia de

azucar, la piel de distintos tubérculos como el camote, maiz, entre otros [8].

La formula estructural de este acido se muestra en la figura I.1:

O

OH
HO

O

Figura 1.1: Estructura quimica del acido itacdnico. [14]
Tiene un grupo metileno externo y un grupo carboxilico unido al carbono vinilico, lo
qgue lo hace estructuralmente similar al acido acrilico y al metacrilico como se puede

observar en la figura |.2.

?HE ?‘IEC'UDH
':H? = ':|:H [.Hz = l'|: CHE = 'LIT
COOH CUCH COH
Acido acrilico Acido metacrilico Acido itacénico

Figura 1.2: Comparacidn del acido itacdnico con acrilicos. [9]

Un método mejorado se reportd mas tarde por Calam et al. [9], quienes encontraron
gue Aspergillus terreus produce rendimientos mejores del acido bajo condiciones de
cultivo sumergidos y finalmente se lograron rendimientos de 40% a un 50% usando

técnicas de este tipo.
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En la actualidad se han desarrollado los procesos de fermentacion a gran escala
utilizando la melaza como fuente de carbohidratos, lo cual reavivo el interés por el
acido itaconico, cuando se descubrié que podria ser producido en cantidades

sustanciales por medio de un proceso de fermentacion.

El acido itacénico se puede polimerizar en solucién acuosa usando persulfato de
potasio como iniciador, no es una reaccion particularmente facil y no ha sido

ampliamente utilizada. [9]

Se ha encontrado que la mono-esterificacion se puede controlar con relativa facilidad
y que el ataque es casi exclusivamente en la unidad carboxilo unido a través del
metileno. Esto significa que se pueden preparar tanto mono y diésteres y/o bien
homopolimerizar o copolimerizar los monémeros abriendo asi un gran niumero de
posibles combinaciones en las propiedades fisicas. Se muestra en la figura 1.3 la

naturaleza de dichas combinaciones:

fl}:Em fT..""IEUUURl GIECCGHI
[]-I? = —r [}12 = {f: e CHE = [|:
é'IH mr}i CUDRJ_{R?J

l l

Poli (mono alquil itaconatos) Copolimeros (ionémericos) Poli (dialquil itaconatos)

Figura I.3: Posibles combinaciones de itaconatos derivados del acido itacénico. [9]

Un ejemplo de los derivados son los llamados itaconatos, polimeros que poseen
caracteristicas particulares que los hacen compuestos interesantes que se

describiran a continuacion.

Los poliitaconatos también han sido estudiados durante décadas, [10] no solo por su
similitud estructural con los poliacrilatos y metacrilatos, sino también porque el acido
itaconico, es de origen natural, no proviene de fuentes fosiles y es un proceso

sustentable, o que permite su facil degradacion.
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Algunos itaconatos con sustituyentes alquilicos han sido copolimerizados
exitosamente con monomeros vinilicos; asi los diitaconatos de metilo y butilo, han
sido copolimerizados con metacrilato de metilo y estireno, mientras que algunos
monoitaconatos con sustituyentes n-alquilicos de 12 a 22 4tomos de carbono y més.
Recientemente el di-itaconato de hexadecilo fue polimerizado con estireno,
observandose que las cadenas laterales de las unidades del itaconato eran capaces

de cristalizar cuando alcanzaban cierta longitud.

La factibilidad de copolimerizar estos materiales con mondémeros vinilicos, les
confiere un campo de aplicacion muy amplio, pudiéndose emplear en la fabricacion
de dispositivos de purificacion, como filtros y membranas, o bien como material de

relleno para columnas analiticas.

Si bien, los poliitaconatos que han recibido méas atencion durante el altimo lustro del
siglo XXI son los que tienen cadenas alquilicas como sustituyentes; asi como
poliitaconatos con cadenas laterales tipo éter. Por ejemplo, los monoitaconatos de
metoxietilo y etoxietilo fueron sintetizados y polimerizados via radicalaria por Katime
et al. [10], mientras que varios poli (diéteres itaconicos) han sido sintetizados y
caracterizados por varios autores [10]. Las estructuras de los polimeros mencionados

anteriormente se muestran en la figura 1.4.

(a) (b)

0 oH O o R
= WD’;
n 0 R n
w(}lf DWO,«JH
8] 8]

Figura 1.4: (a) Poli (monoitaconato de alcoxi etilo), (b) Poli (diitaconato del alcoxi etilo). R es un
grupo alquilo.

Los copolimeros sintetizados empleando itaconatos con sustituyentes tipo éter, como

por ejemplo el monoitaconato o el diitaconato metoxietilico junto con mondmeros

vinilicos, podrian producir copolimeros con propiedades interesantes debido al
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caracter polar que les confieren sus cadenas laterales etéricas. Como ejemplo de
estas propiedades se menciona el arreglo estereoquimico tipo sondiotactico,
estabilidad térmica y la reduccion de la capacidad de cristalizacién de las cadenas

n-alquilicas como lo mencionan en su trabajo de investigacién Rojas et al. [10]

Por dltimo en un trabajo mucho mas reciente, Robert y Friebel, 2016, [11] describen
al acido itacénico como un componente versatil para los poliésteres renovables con
funcionalidad mejorada (grado de reticulacion o entrecruzamiento). Explican que el
enlace a-f insaturado presente en su estructura tiene una reactividad suficiente para
una amplia gama de aplicaciones de reticulacion, tales como administracion de
farmacos, polimeros con memoria de forma, elastdmeros y recubrimientos, con
propiedades comparables o incluso superiores a las composiciones de reticulacion

convencionales.

Mencionan también en su trabajo las aplicaciones que tienen los poliésteres
derivados de acido itaconico, algunos aspectos de la policondensacion del acido
itaconico asi como la modificacién de los poliesteres derivados del acido itacénico

post-polimerizacion.
|.2 Propiedades y aplicaciones

Este acido organico puede llamarse de distintas maneras: acido metilensuccinico,
acido metilenbutanodioico, &cido propilendicarboxilico, &cido 2-propen-1,2-
dicarboxilico.

Propiedades fisicas y quimicas [12]
Presenta las siguientes propiedades fisicas y quimicas:

e Férmula molecular: CsHeOa4

e Peso molecular: 131.1 g/gmol.

e Apariencia fisica: Polvo blanco y cristalino.
e Olor: caracteristico.

e Punto de fusion: 162-164°C
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Sublima a 268°C

Densidad: 1.632 g/cm?3

Solubilidad en agua: 1 g en 12 mL de agua

Solubilidad en solventes organicos: Soluble en alcohol 1g en 5 mL,
ligeramente soluble en otros como benceno, cloroformo, disulfuro de carbono,

entre otros.

Estabilidad: Es estable en condiciones estandar. Sustancia higroscopica.

Aplicaciones

Como sus principales aplicaciones se tienen [13]:

En las fibras de acrilonitrilo, como el tercer mondémero, debido a que se puede
tefir facilmente.

Si se combina con el estireno produce plasticos con propiedades interesantes
como color tenue, impermeables y con efecto de anticorrosion. Se puede
utilizar como recubrimiento de fibras de vidrio, de tejidos para alfombras y para
cubiertas de libros.

Empleo en pegamentos. Por ejemplo, una emulsion de &cido itaconico con
acido acrilico es un excelente pegamento para fibras textiles. Formulado junto
con vinilo, sirve como pegamento para papel y celuloide.

Como pegamento dental (combinado con &cido acrilico y 6xidos metélicos)
muestra una alta resistencia a la compresion y tiene una elevada adaptacién
fisiolégica.

Es el homopolimero del acido itacénico posee buena transparencia y lustre
especial que sirve para hacer gemas artificiales y lentes especiales.

En detergentes, su copolimero con el &cido acrilico, actia como agente
quelante. Se puede emplear en la limpieza de calderas y equipos criogénicos.
Los ésteres del acido itacdénico se emplean en resinas de intercambio
cationico y como tensoactivos.

La pirrolidona adicionada con acido itaconico es un excelente lubricante, y se

usa también en la formulacion de herbicidas y agentes de limpieza.
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e Se emplea como co-mondmero a un nivel de 1-5% para ciertos productos. Sus

derivados se utilizan en la medicina y la preparacion cosmética.

Otra de las aplicaciones que se tiene es la fabricacion de pinturas para la cual la
empresa ROYAL DSM [14] hizo un estudio en el que cerca del 20 a 30 % del
anhidrido ftalico en la pintura convencional ( Uradil AZ516 - 60 Z) fue sustituido por el
acido itaconico purificado para hacer una pintura blanca, a la que se le hicieron las

siguientes pruebas de aplicacion:

e Dureza

e Flexibilidad

e Reflexidon

e Amarillamiento.

Un ejemplo de las mejoras que en dicha empresa encontraron en la pintura con &cido
itaconico respecto a la pintura convencional se presentan en la Tabla I.1.

Tabla 1.1
Comparacion de la pintura con dcido itacdnico vs pintura tradicional. [14]

PROPIEDAD EVALUADA Pintura que contiene Acido Itaconico.
Edurecimiento ( 100 umy 150 um de Igual

espesor de pelicula himeda) 1-21 dias

Espesor de capa seca (DLT por sus siglas 16

en inglés) en um

Flexibilidad Igual
Reflexion Mejorada
Amarillamiento en el tiempo Ligeramente mejorado
Grisura en el tiempo Ligeramente mejorado
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En la figura 1.5 se pueden observar las diferencias entre ambas pinturas. El panel de

la derecha contiene acido itaconico. El de la izquierda tiene pintura convencional.

PR 1)
R

Figura I.5: Comparacién entre la pintura convencional y la que contiene acido itacdnico. [14]

La pintura producida es de buena calidad. En comparacion con la pintura
convencional, revela una mejor opacidad y reflexion y esta libre de anhidrido bérico y

ftalico que son dafinos para la salud. [14].

Otro ejemplo de las aplicaciones son los poliésteres [15]. Se han realizado
investigaciones en el area médica para usarlos como precursores de micro esferas
de hidrogel cargadas con vacunas bio-erosionables. También se han disefiado
poliésteres para la administracion de farmacos, la ingenieria de tejido, entre otras

aplicaciones biomédicas.

Se mencionan también los polimeros con memoria de forma (SMP) que son
materiales poliméricos con la capacidad de recuperar su forma original. Este efecto
esta relacionado con la combinacion de la estructura y la morfologia del polimero
junto con el proceso y tecnologia de programacion de inclusién, es decir, es

necesario un entrenamiento del material para programar una forma determinada.

Alberto Requena [16] describe estos materiales inteligentes como polimeros que

presentan un efecto unidireccional de memoria, inducido térmicamente. Las
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aplicaciones en medicina y ciencia en general se vienen estudiando desde hace
tiempo. El mecanismo de polimerizacion permite la incorporacién de copolimeros que
se pueden disefiar y de esta forma programar otros polimeros nuevos. La sutura
inteligente incorpora materiales con memoria, que hacen su efecto de forma
controlada y que pueden ser biodegradables, con lo que tienen la ventaja de no tener

que intervenir de nuevo para eliminar el material del tejido intervenido.

La ingenieria de biopolimeros ha dado un paso mas, previniendo los inconvenientes
relacionados con la reabsorcidon. La posible combinacion de materiales inteligentes

con la bio-produccion favorecerd las cirugias meédicas.

También en el campo de los elastémeros, [15] se han usado poliésteres derivados
del acido itacénico como componentes reticulables. Es debido a la similitud
estructural con el &cido acrilico y el acido metacrilico, que a menudo se utilizan como
grupos reactivos en los aglutinantes de curado por radiacién para aplicaciones de
revestimiento y tintas de impresion, el acido itaconico tiene un alto potencial para

servir como una alternativa renovable en esta area.

Lo anterior permite que los polimeros derivados de dicho &cido tengan un mercado
amplio. Los trabajos realizados hasta la fecha apuntan a que este compuesto, asi
como otros acidos organicos, es el futuro para la fabricacion de polimeros

biobasados.

Emmanuel Rodriguez Rodriguez Pagina 10



Investigacion de los métodos de obtencion y polimerizacion del acido itaconico.

CAPITULO I

PROCESOS DE OBTENCION

El acido itaconico es materia prima para producir polimeros biodegradables por lo
que los sustratos, medios y procesos que se utilizan para su obtencién, también
deben de ser de origen natural.

La obtencion de este &cido se hace a través de la fermentacion de diferentes
sustratos con hongos de la familia Aspergillus, que se describira a continuacion. Ya
se ha conocido la estructura quimica del &cido por lo cual es preciso detallar los

distintos procesos de obtencion.
.1 Obtencion mediante Aspergillus terreus

Por sus caracteristicas, que se mencionan a continuacién, el hongo denominado

Aspergillus terreus es ideal para producir el acido.
Caracteristicas

Es un hongo teltrico que contribuye a la descomposicion de la materia organica

debido a sus actividades celuloliticas, lipoliticas y amiloliticas [17].

A. terreus pertenece al grupo A. flavipes con una distribucion en todo el mundo, es la
especie mas comunmente aislada de los suelos de cultivo, pero también ocurre en

suelos no cultivados.

Muy a menudo se encuentra bajo climas tropicales y subtropicales como un
contaminante en los sitios de almacenamiento de alimentos. Este hongo se ha
aislado de diversos sustratos y habitats, tales como:

e La madera (madera seca, la madera expuesta al agua de mar)

e Acondicionadores de aire

e Cuero

e Heces humanas frescas

e Materia vegetal en descomposicion

Emmanuel Rodriguez Rodriguez Pagina 11



Investigacion de los métodos de obtencion y polimerizacion del acido itaconico.

e Materiales sintéticos (plastificantes)

e Nidos de aves

e Papel (papel y pasta de papel)

e Polvo atmosférico

e Productos alimenticios (granos almacenados, cereales, patatas, frutas y frutos
secos, aceite de coco, especias, productos refrigerados, etc.)

e Suelo (cultivado o no)

e Textiles (fibras vegetales)

e [Este microorganismo tiene la capacidad de crecer con rapidez, excretar gran
namero de enzimas, y su biomasa en forma de micelio puede separarse con

facilidad de los caldos de cultivo.

En la figura Il.1 se observa una toma microscépica del microorganismo.

Figura 11.1: Aspergillus Terreus visto al microscopio. [17]

Es también capaz de producir las siguientes enzimas:

e Lipasa(s)
e Fosfatasa(s)

e Fitasa(s)
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El cultivo de micro hongos filamentosos [18] se lleva a cabo principalmente en un
medio liquido que contenga los nutrientes necesarios para asegurar su crecimiento.
Algunos de los factores que intervienen para su correcto desarrollo son: nivel de

oxigeno, grado de humedad y pH adecuados.

El género Aspergillus comprende alrededor de 180 especies, son hongos

filamentosos, hialinos y ubicuos.

Las colonias fungicas formadoras producen zonas amarillas (0.5-1.5 cm) debido a la
formacion de acido. Para el aislamiento de Aspergillus se utiliza un medio de cultivo

gue se prepara a partir de infusion de papa y dextrosa donde crece rapidamente.

El micelio es de color amarillo brillante y produce cabezas de conidios de color café
oscuro. Las cabezas de los conidios tienen forma de globos. La estructura

morfologica se muestra en la figura 11.2.

Bin

Colummnar Radial

Cormdidfors

I Céfula apien -li"ll

Figura 11.2: Estructura Morfoldgica en Aspergillus. [18]

—— T

Existe una cepa en especial de Aspergillus terreus de las mas utilizadas para la
produccion de acido itaconico, que se ha sometido a diferentes estudios. Se trata de
la cepa MJLO5 [19].
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Produccidn. En particular se presenta un fragmento de la investigacion realizada
por M. I. Juy et al. [19], en la cual la produccion de &cido itaconico (Al) con
Aspergillus terreus MJLO5S se realiz6é por fermentacion en lote para estudiar el efecto
de la variacion de las concentraciones de nitrogeno, fésforo y carbono en el medio de

produccion.

El glicerol fue utilizado como la fuente de carbono y lo reporta como un sustrato

eficiente para obtener altas productividades de Al.

Las condiciones ideales que se mencionan son: la temperatura (30-40°C), aireacion
continua, bajo pH de inicio (3-5), bajo pH operativo (2.2 a 3.8), altas concentraciones
de glucosa (10-20%), suficiente nitrdgeno, alta concentraciéon de sulfato de magnesio
(0.5%), bajo contenido de fosfato para limitar el crecimiento del micelio y adecuados

niveles de trazas de metales como zinc, cobre y hierro.

En el mismo trabajo se utilizé Aspergillus terreus NRRL 1960 es una cepa para
optimizar el proceso de fermentacion. El crecimiento del micelio es sensible a la

limitacién de fosfato y de carbono y la disponibilidad de nitrdgeno.

La glucosa y el glicerol se reportaron como sustratos adecuados para la produccién
de &cido itacénico, aunque los rendimientos observados y productividades del
proceso eran estrictamente dependientes de la cepa seleccionada, las condiciones

ambientales y la formulacion del medio cultivo.

El objetivo principal de este trabajo fue mostrar el efecto de las relaciones de
concentracion de C: N, C: P y N: P presentes en los caldos de fermentacion. Ademas
se evaluaron rendimiento y productividad de A. terreus MJLO5 a través de
fermentacién batch en cultivo sumergido con glicerol como sustrato de carbono. He

agui la descripcion de los materiales que se usaron para este trabajo. [19]

Microorganismo. La cepa MJLO5 de Aspergillus terreus fue aislada de las tierras de
Vendée. El cultivo se mantuvo en tubos inclinados de agar de malta a 5°C y se

cultivaron cada mes.
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In6culo. Aspergillus terreus MJLO5 se inoculd en una placa de agar de extracto de
malta y se incub6 a 30°C hasta que se obtuvo la esporulacion. Se obtuvo una
suspensién de esporas por lavado de las cajas de Petri con 10 mL de solucién salina

estéril.

Los matraces Erlenmeyer que contenian 100 mL de medio M1 se inocularon con una
alicuota de la suspension de la espora concentrada a fin de obtener 5x107

esporas/mL en el medio de produccion.

Los matraces se agitaron a 200 rpm a 30°C durante 24 h en un agitador orbital. Los
“pellets” resultantes se utilizaron como indculos para los ensayos de fermentacion

por lotes.

La composicion de los medios de cultivo se muestra en la tabla 11.1

Tabla ll.1
Composicion de los medios de cultivo. [19]

Medio de
_ Composicién (g/L)
cultivo.
ML Glucosa 100.0, MgS04°7H;0 2.0, CuSO4+5H,0 0.01, KH,PO4 0.2,
NH4NOs 5.0, CaCl, 2.0
M2 Glicerol 100.0, MgS04°7H,0 2.0, CuS0O4+5H,0 0.01, KH,PO,4 0.2,
NH4NO3 5.0, CaCl, 2.0
M2a Glicerol 90.0, KH2PO4 1.25, NH4sNO3 1.0
M2b Glicerol 90.0, KH2PO4 1.25, NH4sNO3 3.0
M2c Glicerol 90.0, KH2PO4 0.90, NH4sNO3 3.0
M2d Glicerol 120.0, KH,PO4 0.90, NH4sNO3 5.0
M2e Glicerol 105.0, KH,PO, 0.90, NH4sNO3 6.5

En la tabla 1.2 se muestran los distintos medios de cultivo, las relaciones de los
elementos: carbono con nitrégeno y fésforo; ademas nitrégeno con fosforo, asi como

los resultados obtenidos.
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;I;vaft/)tljae:c'/?a de la relacién C:N, C:P'y P:N sobre la produccién Acido Itacénico. [19]

Medio de C:IN C:P NP % Fuente de Carbono A. ltaconico Biomasa

Cultivo consumida (g/L) (g/L)
M1 23 888 38.8 30 13.00 3.47
M2 22 866 38.8 41 17.83 8.50
M2a 101 126 1.25 45 11.00 6.29
M2b 33 126 3.8 50 19.14 15.19
M2c 33 168 5 51 26.11 8.63
M2d 27 223 83 70 25.50 15.53
M2e 18 195 10.8 61 27.60 16.76

Como se observa en los resultados de este experimento, la produccion de acido
itaconico con Aspergillus terreus MJLO5 fue dependiente de las condiciones
ambientales como temperatura y humedad, asi como de la formulacion de los

medios de cultivo.

El proceso de fermentacidbn para obtener &cido itaconico funciona mejor en
condiciones de crecimiento limitado de fosfato pero también es necesario para
mantener la relacién de concentracién N: P entre 5 a 10 para mejorar la produccion

del acido.

Se pueden mejorar los rendimientos obtenidos en el trabajo de M. I. Juy et al. [19],
como mencionan, cambiando el sistema de cultivo de alimentacion por lotes y/o
continuo; estos resultados pueden considerarse relevantes para formulaciones de
caldos con diferentes relaciones de concentracion de C:N, C:P y N:P, a fin de
aumentar no solo la concentracion de acido itaconico si no también los rendimientos

del proceso.
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Se debe considera que este trabajo fue realizado a escala laboratorio razon por la
cual para poder extrapolarla a una planta piloto o a escala industrial, se deben tener
consideraciones importantes para las condiciones de operacion sobre todo por el
tamafio de los equipos asi como las cantidades de materia prima que se utilizarian.

Una vez conocidas las condiciones en las cuales es favorable la produccion del acido
se procede a mostrar, en la figura 1.3, un diagrama de bloques en el cual se enlistan

las etapas del proceso.

Aspergillus terreus

(MJLOS, NTRL-1960, Seleccmn _del
SNGB9003) microorganismo

Aspergillus niger

Esponja Pakhelia fusca, |_'\ Aislamiento
Residuos horticolas

Carbohidratos, Incubacién y propagacion
nitrogeno, sales del microorganismo
inorgénicas
Fermentacion Batch Fermentacion continua

Acidos organicos,

agua, etanol
Separacion
> Impurezas (bagazo)
- Otros 4cidos, agua,
- etanol
Purificaciéon

> Acido itacénico

Figura 11.3: Diagrama de bloques para la produccion de acido itacdnico a partir de Aspergillus terreus. [21]

Emmanuel Rodriguez Rodriguez Pagina 17



Investigacion de los métodos de obtencion y polimerizacion del acido itaconico.

Cada una de estas etapas se describen a continuacién y se presentan algunas
consideraciones importantes que se deben tomar en cuenta para llevar a cabo una

exitosa obtencion éste acido.

Seleccion del microorganismo. [21] Se sabe que existen distintos tipos de
especies de Aspergillus como lo son Aspergillus niger y Aspergillus terreus para la
produccion de acido itaconico, a la vez de ellas se tienen distintos tipos de cepas,
razon por la cual a partir de ensayo y error se determina la mejor cepa para

proceder a su aislamiento.

Como se mostro en el trabajo de M. I. Juy et al., una de las mejores cepas para la
obtencién es la MJLO5, aunque también se han usado otro tipo de cepas como la
llamada NRRL 1960.

Aislamiento. Puede ser aislado a través de la esponja Pakhelia fusca. También ha
sido aislado de muestras de suelo de zonas industriales de produccion de aceite de

palmay a partir de residuos horticolas.

Incubacion y propagacién de microorganismos. La patente US 003873425 [20]
indica que la incubacion del microorganismo debe darse en un medio de cultivo con

las siguientes caracteristicas:

e Una fuente de azlcar
e Una fuente de nitr6geno

e Sales inorganicas
Segura, A. [21] reporta las siguientes concentraciones:

e Glucosa: 60 g/L
¢ Nitrato de amonio: 4.0 g/L

e Fosfato de magnesio: 0.04 g/L

En cuanto a los sustratos, en la figura Il.4 se muestra una gréafica del rendimiento

gue tienen algunos en el proceso de produccion del acido itaconico.
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Figura 11.4: Grafica de rendimiento de Al utilizando diferentes sustratos de carbono. [21]

En la gréfica anterior se observa que los sustratos con mayor rendimiento para la
produccion de acido itaconico son la glucosa y fructosa con 25 y 26%

respectivamente.

Fermentacion. Se consumen 1.5 moles de oxigeno por cada mol producido de acido
itaconico. Se recomienda aireacion de baja intensidad con aire enriquecido de
oxigeno. De preferencia utilizar un fermentador tipo Air Lift para alcanzar mayores
tasas de produccion debido a una reduccion del estrés hidromecanico de la

agitacion.

Cabe destacar que el proceso de fermentacién se puede realizar por lotes 0 en un
tipo de produccion continua de las cuales se mencionan a continuacion algunas

consideraciones importantes.

Fermentacion Batch. Respecto a los tiempos y tipos de proceso, en el proceso de
fermentacion intermitente se debe tener claro que se debe prolongar el tiempo de
fermentacion lo suficiente para que la concentracion de azucar en el medio de cultivo

sea inferior a 0.5%.
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Fermentacion continua. La consideracion importante en este caso es que se puede
hacer recirculacion del medio de cultivo para rescatar el azicar residual que no sea

aprovechada por los microorganismos en la primera alimentacion.

Separacién y purificacién del producto. A valores bajos de pH, el &cido itacénico
puede ser facilmente cristalizado por enfriamiento o por evaporacion con posterior

cristalizacion vy filtrado.

En este proceso no se remueve los subproductos que contaminan y disminuyen la
calidad del producto final por lo que es necesario adicionar un proceso de

purificacion.

La seleccion del método mas adecuado de separacion y purificacion depende en
gran parte de las condiciones finales del proceso (subproductos no deseados y las
propiedades fisicoquimicas).

Segura, A. [21] encontrdé que el rendimiento obtenido varia de acuerdo a la especie

de microorganismo, como se presenta en la tabla 11.3.

Tabla II.3
Rendimiento de dcido itacdnico usando diferentes especies de hongos. [21]

Proceso Rendimiento (g/L)
Aspergillus terreus optimizado 86
Al inicio de la fermentacion con A. terreus 24-27
Fermentaciéon empleando Ustilago 53
Fermentacion empleando Candida (diferentes especies) 35
Fermentacion empleando Tseudozyma antartica 30

Para una produccion exitosa de acido itaconico, A. terreus es cultivado a altas
concentraciones de sustrato y en condiciones limitadas de fosfato. Es posible obtener
altas tasas de produccion en cultivo continuo con células inmovilizadas de A. terreus

sin incluir nitrégeno.
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Aunque la limitacion de nitrdgeno o de fosfato induce diferentes estados metabdlicos,
ambas situaciones son formas viables para provocar la formacion de acidos

organicos y el consumo de energia.

Respecto al pH optimo, se recomienda un pH de 3 para aumentar la transferencia de
oxigeno y por tanto el crecimiento de la biomasa. [21]

1.2 Sustratos usados para la obtencion

La glucosa y el glicerol son algunos de los principales sustratos para la obtencion del
acido como se describié anteriormente. Existen “desechos organicos”, por llamarlos

asi, que son ricos en estas sustancias y pueden ser aprovechables.

En las investigaciones de Huang, et al. [22], Omojasola, et al. [23] y Carabali, D. [24]
se mencionan sustratos que van desde el jugo de cafia de azucar hasta la cascara

de camote, por mencionar algunos ejemplos.

Se presentan fragmentos de estas investigaciones con el fin de ejemplificar la gran
variedad de materias primas a través de las cuales se puede obtener el acido

itaconico, dejando en claro que no son las Unicas.

Mediante un proceso de fermentacion se pueden utilizar una gran diversidad de
materias primas que contengan los elementos necesarios para la nutricion y

desarrollo de los ya tan mencionados hongos Aspergillus.

Cabe destacar que el jugo de cafia de azucar y el almidén de maiz se han
implementado como sustrato para el proceso de obtencién a escala industrial. Otros
como la cascara de camote estdn aun en fase de investigacién para su posible

aplicacion industrial [23].

De almiddén de maiz licuado

El rendimiento de acido itaconico mas alto se obtiene cuando se utiliza glucosa como
sustrato, sin embargo, es costoso utilizarla como materia prima en la produccion
comercial. El almidon de maiz es una de las mejores fuentes de carbono, ya que es

puro, relativamente barato, y estable [22].
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El almidén de maiz sin procesar no se puede utilizar directamente para la produccion
de acido itaconico por A. terreus debido a la gelatinizacion producida por la
esterilizacion con calor. La produccion de &cido itaconico a partir de almidon de maiz
crudo incluye principalmente tres pasos: hidrdlisis enzimatica (o quimica) de almidon

de maiz en un jarabe rico en glucosa, la fermentacion y la recuperacion del acido.

La hidrolisis enzimatica de almidon de maiz implica dos pasos: la licuefaccion en el
que el almidon de maiz es procesado por a-amilasa alrededor de 106°C vy
sacarificacion donde el almidén licuado se hidroliza con glucosa por glucoamilasa a

60°C, que consume mucho tiempo y energia.

Aungue existen una gran cantidad de estudios sobre la produccion de acido itacénico
a partir de hidrolizados de almidén, no se tiene informacion sobre la produccion

directa de &cido itaconico a partir de almidén crudo o licuado o soluble de A. terreus.

En su lugar, Kirimura et al. [22] generaron una cepa fusionada de A. terreus y A.
usamii (un productor de glucoamilasa) que logré un maximo de 35.9 g/L de &acido
itaconico de almidén soluble en el dia 6 de cultivo, cuya productividad era cinco
veces mayor que la de la cepa parental A. terreus. Sin embargo, la concentracion de
acido itaconico es baja y el tiempo de fermentacion es demasiado largo, por lo que

no es adecuado para la produccion industrial de acido itaconico.

Ademas, como mencionan Huang, et al. [22], la adicion de glucoamilasas es
beneficiosa para la produccién enzimatica de acido itacénico usando almidén licuado

como el material de partida.

Existe la posibilidad de manipular A. terreus genéticamente para producir
directamente el acido itacénico a partir de almiddn licuado a través de la integracion
de la sacarificacion y fermentaciéon en un solo paso, lo que se lograria mediante la
sobreexpresion de glucoamilasa de A. terreus, de esta manera, la produccion de

acido itaconico se puede realizar a partir de almidon licuado de manera directa.
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Para lograr este objetivo, se requieren al menos tres partes bioldgicas:

1-.Un promotor eficiente para la sobreexpresion de la glucoamilasa en
A. terreus.

2-. Un gen de glucoamilasa apropiado.

3-. Un péptido sefal apropiado para la secrecion de alto nivel de la glucoamilasa

sobre expresada.

Los promotores constitutivos que no dependen de la fuente de carbono o nitrégeno o
los inductores especificos, y los nativos que son mas eficientes en la direccion de la
expresion de genes que los heterdlogos, son los preferidos para la ingenieria

genética.

Hasta el momento, la Unica investigacion de un promotor nativo de A. terreus es el
promotor gpd, que ha sido aplicado con éxito en la conduccion de vgb (el gen de la

hemoglobina Vitreoscilla) para la sobreexpresion en A. terreus.

Huang et al. [22] mencionan que PgpdA de A. nidulans es el promotor mas

frecuentemente utilizado para la modificacion genética de A. terreus.

Debido a que la citrato sintasa esta estrechamente relacionada con el acido citrico
precursor de itaconato y juega un papel importante en la biosintesis de acido
itaconico, se espera que el promotor de la citrato sintasa de A. terreus constitutivo,

fuerte y nativo bajo las condiciones de produccion de acido itaconico.

Se sabe que A. niger es un excelente productor de glucoamilasa, y puede secretar
glucoamilasa en cantidades menores a 10 g/L. La glucoamilasa de A. niger se ha

comercializado y a menudo se utiliza para la sacarificacion.

Debido a que las glucoamilasas necesitan ser secretadas fuera de las células para la
sacarificacion eficaz de almidén licuado, la eleccién de los péptidos-sefial apropiados

es esencial para la secrecion de alto nivel de glucoamilasas sobre expresadas.
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En la investigacion de Huang et al. [22], la produccion directa de acido itaconico a
partir de almidon licuado por A. terreus se logré mediante la sobreexpresion de
glucoamilasa de A. niger, bajo el control del promotor de la citrato sintasa nativa, y la
concentracion de itaconato ha mejorado aun mas mediante el uso del péptido sefal

nativo de glucoamilasa y la optimizacion de las condiciones de fermentacion.

En el mismo trabajo se utiliza un proceso de fermentacion en dos etapas, el
rendimiento de acido itacénico del mejor productor genéticamente modificado
alcanz6 77.6 g/L con el almidén de maiz licuado, que es comparable al nivel de

produccion de los hidrolizados de almidén sacarificado en la industria.

Por lo que con base en lo anterior, Huang et al. [22] establecieron que es factible la

produccion directa de acido itaconico a partir de almidén de maiz licuado.

De céscara de camote

Las grandes cantidades de residuos agricolas y agroindustriales que se generan de
diversas practicas en el campo y en la industria representan uno de los recursos
energéticos mas importantes. La acumulacion de esta biomasa en grandes
cantidades cada afio resulta no sélo en el deterioro del medio ambiente, sino en una
pérdida de materiales potencialmente valiosos que pueden ser procesados para
producir un cierto numero de valor afiadido por productos como el alimento y la

variedad de productos quimicos.

Generalmente consiste en polisacaridos que podrian convertirse en valiosos
azucares fermentables para la producciéon de &cidos organicos. Uno de estos
productos es la cascara de camote, término hispano que en México se le da a la
papa dulce, que generalmente se desecha, se utiliza como abono natural o alimento

para animales de granja.

Por otra parte, muchos microorganismos poseen la capacidad de convertir los
carbohidratos en acidos organicos de alto rendimiento, sin embargo, los hongos son

los mas utilizados en la fermentacién debido a su capacidad para crecer a pH vy
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contenido de humedad bajos, alta tolerancia a los acidos, capacidad para formar
hifas que penetran en los sustratos y capacidad para producir diversas enzimas para

la conversion de diferentes desechos en productos utiles.

La papa dulce (Ipomoea batatas) o camote es una planta dicotiledénea que
pertenece a la familia Convolvulaceae. Sus raices son grandes, almidonadas, de
sabor dulce y tuberosas, las hojas y los brotes jévenes a veces se comen verdes,
ademas tienen un alto contenido de carbohidratos. Todos los tipos de papas
proporcionan carbohidratos complejos en forma de almidon y fibra.

. En la investigacion que hicieron Omojasola et al. [23] los objetivos son:

e Valorar y usar los residuos del camote como sustrato celulésico para la
produccién de acido itacénico a través de la fermentacion.

e Analizar la capacidad de Aspergillus niger y Aspergillus terreus para
fermentar la cdscara del camote.

e Establecer las condiciones para una produccion optima.

Para realizar las pruebas, los camotes se lavaron y luego, se separo la cascara y se
secaron a temperatura ambiente. La muestra se tritur6, después de lo cual se
mantuvo en un desecador hermético con algunas bolsas de gel de silice para evitar

la absorcion de humedad.

La cascara de camote (SPP) se pre-trato utilizando el método de hidrdlisis alcalina.
La Carboximetilcelulosa (CMC) sirvi6 como control. Los organismos de ensayo
utilizados fueron Aspergillus niger (ATCC 16404) y Aspergillus terreus (ATCC
20542). Se mantuvieron en agar de dextrosa y papa (PDA); se produjeron in6culos
de esporas fungicas suspendiéndolas en agua destilada estéril y ajustandose a
aproximadamente 2.6 x 108 mL?! y 3.7x10% mL! de Aspergillus niger y Aspergillus
terreus respectivamente. Después de la preparacion anterior Omojasola et al. [23],
llevaron a cabo su experimentacion como se describe el diagrama de bloques de la

figura I1.5.
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ANALISIS Parametros ensayados: pH, contenido de humedad, cenizas,
FISICOQUIMICO proteina cruda, azucares totales, lipidos crudos, carbohidratos,
SPP totales y fibra cruda.

\/

PREPARACION
DEL MEDIO DE
FERMENTACION

Mezcla de SSP al 10 % volumen en 100 mL de agua destilada, en
distintos matraces. Medio de sales minerales. In6culos con con
2.6x108 y 3.7x108 esporas mL*de Aspergillus niger y Aspergillus
terreus respectivamente. Cada matraz fue agitado a 400 rpm a
temperatura de 29 + 1°C. Las muestras se evaluaron en intervalos
de 24 horas con espectrofotometro de UV a 385 nm.

Experimentos de optimizacion para determinar las condiciones
Optimas de eficiencia de rendimiento para la produccién de acido
itaconico en funcion de la variacion de las condiciones de
fermentacion: concentracion de sustrato, pH, tiempo y tamafio de

OPTIMIZACION
DEL PROCESO
DE PRODUCCION

DE Al in6culo.
SUSTRATO pH TIEMPO TAMARNO DE INOCULO
Concentraciones Se ajusté entre Intervalos de 24 || Suspensiones de 1, 3, 5,
de SPP de 2 a || 25 y 6.5, con || horas durante 10 || y 11 mL con 2.6x10%y

10%, pH de 5.4,
tamafo de
in6culo de 10%,

adicion de HCI 0.1
Ny NaOH 0.1 N,
concentracion de

dias,
concentracion de
SPP y tamafio de

3.7x108 esporas mL1de
A. niger y A. terreus
respectivamente.

temperatura de || SPP y tamafio de in6culo al 10%, || Concentracién de SPP al

29+1°C. inéculo al 10%, temperatura de || 10%, temperatura de
temperatura  de 29+1°C, pH de 5. 29+1°C, pH de 5
29+1°C.

Figura I1.5: Diagrama de bloques de la experimentacidon de Omojasola et al. [23] acerca de la obtencién
de acido itacdnico.

En la tabla 1.4 se muestran los rendimientos obtenidos previos a la optimizacion del
proceso de obtencién. El dia 5 de fermentacion es cuando se obtienen los mayores
rendimientos 55.00+2.2 y 47.33+3.0 para Aspergillus niger y Aspergillus terreus

respectivamente.

Emmanuel Rodriguez Rodriguez Pagina 26



Investigacion de los métodos de obtencion y polimerizacion del acido itaconico.

Tabla 1.4
La fermentacion de cdscara de camote por A. terreus y A. niger para la produccion de dcido
itaconico. [23]

Cantidad de acido producido ( g/L)

Periodo de fermentacion (dias)

Organismo analizado 2 5 10
Aspergillus niger

Cascara de camote 26.00+2.1 55.00+2.2 16.00£1.2
CMC 7.0010.8 16.67+1.2 9.33+0.9
Aspergillus terreus

Cascara de camote 20.00+1.7 47.33+3.0 15.00+1.7
CMC 6.67+0.5 10.67+4.3 3.00+0.3

Parametros de fermentacién: concentracion de sustrato 10%, pH de 5.4, tamafio de inéculo 10
mLy temperatura de 29£1°C

Los resultados de los experimentos de variacion de las condiciones antes
mencionados se presentan en las tablas 11.5 a la 11.8. Con la variacion del tiempo de
fermentacion, la produccién de acido itaconico incrementd constantemente hasta un
rendimiento méaximo de 67.67+1.2 y 70.67+2.6 g/L en el dia 5 (tabla I1.5).

Tabla 1.5
Efecto de la variacion del tiempo en la fermentacion de cdscara de camote por A. terreus y A. niger
para la produccion de dcido itaconico. [23]

Acido itacénico g/L

Periodo de Fermentacién Aspergillus niger Aspergillus terreus
(dias) SPP cMC SPP cMC
1 16.334+1.8 3.00+1.2 22.33+1.9 2.67+1.2
2 20.33¢1.5 8.00+1.2 32.33#15 8.6711.5
3 26.33¢1.5 16.67+1.2 49.33+3.0 13.3340.9
4 30.00+2.1 22.67+1.8 63.67+2.3 21.0040.6
5 67.67+1.2 30.00+0.6 70.67+2.6 29.00+1.7
6 59.00+2.1 24.00+1.5 59.33+1.2 20.0040.6
7 48.33+1.5 14.6740.9 50.00+2.1 15.331#1.5
8 40.67+2.2 11.33+0.9 33.33+2.4 10.0040.6
9 27.67+1.2 7.00+0.6 21.33+1.4 5.67£1.8
10 17.67£1.5 4.67+1.3 15.00+1.7 1.67+0.6

SPP: cascara de camote, CMC: carboximetilcelulosa. pH: 5.4, tamafio de inéculo: 10 mL.
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]
Tabla 1.6

Efecto de la variacidn de la concentracion de sustrato en la fermentacion de cdscara de camote por
A. terreus y A. niger para la produccion de dcido itacdnico. [23]

Concentracion de sustrato (% w/v)
0 2 4 6 8 10

Sustrato

Aspergillus niger

Cascara de camote 0 54.33+29 67.67+1.2 73.33£3.3 81.67+2.7 96.00£4.0
CMC (control) 11.00+1.2 15.00#1.2 17.3321.8  20.00+2.3 23.33+3.3
Aspergillus terreus

Cascara de camote 0 56.00£2.1 65.00+1.5 81.33#1.5 90.00+1.7 104.67+3.2
CMC (control) 0 16.33#1.2 18.00%1.5 21.33%0.9  23.67+1.8 26.00+2.1

o

Tiempo: 5 dias, pH: 5.4, tamafio de in6culo: 10 mL

Tabla 1.7
Efecto de la variacion de pH en la fermentacion de cdscara de camote por A. terreus y A. niger para
la produccion de dcido itaconico. [23]

Sustrato pH
25 3.5 4 4.5 5 6 6.5

Aspergillus niger

Cascara de camote 48.33#2.9 56.33+3.7 96.67+5.7 62.00+2.9 46.00+3.2 37.00+1.7 31.67+1.8
CMC (control) 17.00+2.1 19.33+2.9 24.33+3.3 21.00+2.3 15.00+1.8 13.00+1.5 11.00%1.2
Asperdgillus terreus

Cascara de camote 59.00+1.2 83.00+3.2 167.00+3.9 65.00+3.6 57.33+2.6 48.00+1.7 40.00+0.6
CMC (control) 18.00+1.2 22.00+2.1 26.67+4.1 21.33+1.8 18.00+2.1 14.00+1.5 10.33%#1.2

Tiempo: 5 dias, tamafio de indculo: 10 mL.

Tabla 11.8
Efecto de la variacion de tamafio de indculo en la fermentacion de cdscara de camote por A. terreus
y A. niger para la produccion de dcido itacénico. [23]

Tamaiio del inéculo (mL)

Sustrato
1 3 5 11

Aspergillus niger
Cascara de camote 38.00£1.2 49.3310.9 77.33£1.5 53.00+1.2
CMC (control) 15.00+1.2 18.00+1.5 23.33+2.1 20.67+1.2
Aspergillus terreus
Cascara de camote 56.00£2.1 66.67+2.9 88.33+4.3 75.33+2.2
CMC (control) 17.67+1.5 20.00+2.1 25.33+2.1 22.00+1.5

Tiempo: 5 dias, pH: 5.4.
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Para la concentracion de sustrato de 10 % w/v el rendimiento maximo de produccion
fue de 96.00+4.0 y 104.67+3.2 g/L (tabla 11.6). La variacidon del pH dio como resultado
gue con un pH de 4 se obtuvieron los mayores rendimientos, 96.67+5.7 y 167.00+3.9
g/L para A. niger y A. terreus respectivamente (tabla 11.7). De acuerdo con la tabla
1.8, el tamafio de in6culo con mayores rendimientos fue de 5 mL, con 77.33x1.5y

88.33%4.3 g/L respectivamente.

A. terreus resultd ser mejor productor de &cido itaconico que A. niger en casi todas
las fermentaciones. Omojasola et al. [23] encontraron que A. terreus es un productor
natural del acido itacénico y que en estos términos se han reportado rendimientos de
entre 80 y 86 g/L.

Cuando las condiciones bajo las que se obtuvieron los maximos rendimientos de
produccién se combinan en una fermentacion optimizada (concentracion de sustrato
de 10 % wl/v, tamafo de inéculo de 5 mL, pH de 4 por 5 dias a 29+1°C), los
resultados muestran un incremento en los rendimientos de &cido itaconico de
112.6745.2 y 115.67+5.3 g/L para A. niger y A. terreus respectivamente (tabla I1.9).
Esto representa un incremento de 75.8 y 125.27 % sobre los mas altos rendimientos
obtenidos durante la variacion de las condiciones de fermentacion; ademés
incrementos de 104.85 y 144.39 % en la fermentacion final que combina todos los
pardmetros optimizados.

Tabla 11.9
Resultados de la produccion optimizada de dcido itaconico por A. terreus y A. niger. [23]

Acido itacénico (g/L) /dias

2 5
Aspergillus niger
Céscara de camote 57.00+2.1 112.67+5.2
CMC (control) 15.00+1.2 27.00+1.7
Aspergillus terreus
Céscara de camote 72.3314.9 115.67+5.3
CMC (control) 29.67+1.5 38.33#1.2

Parametros de fermentacién: concentracion de sustrato: 10%; pH: 4.0; tiempo: 5 dias;
tamano de indculo: 5 mL.
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En el estudio realizado por Omojasola et al., [23] se muestra que la cascara de
Ipomoea Batatas es un sustrato adecuado para la produccion de acido itacénico a
través de Aspergillus terreus y Aspergillus niger con base en que los organismos
producen mas de 100 g/L a través del sustrato de cédscara de camote (SPP), y el
rendimiento esta entre el 75.9 y el 66.9 % de incremento en comparacion con el

rendimiento a través de Carboximetilcelulosa (CMC) el sustrato de control.

Adicionalmente este rendimiento es mayor al rendimiento de 80-86 g/L que se ha
reportado en otros trabajos. El potencial de este residuo derivado de la agricultura

puede ser explorado en la produccion industrial de acido itaconico. [23]

Basados en el trabajo de Omojasola et al. [23], se puede decir que en los residuos de
cascara de camote derivados de la actividad agricola, se encuentra una fuente rica
en carbohidratos a través de la cual las especies de Aspergillus pueden obtener los

nutrientes necesarios para su crecimiento y asi producir el &cido de interés.

Por otro lado, es importante describir el proceso de obtencion de acido itacénico a
partir de jugo de cafia de azUcar, uno de los sustratos mas usados hasta el momento
para la fermentacién, que se lleva a cabo como parte del proceso de obtencion del
acido itacoénico.

De jugo de cafia de azucar

Como bien es sabido, la sacarosa que comUnmente se utiliza para endulzar
algunas bebidas como té o café, es obtenida a partir del jugo de cafa de azucar vy,
como su nombre lo dice, este tipo de sustrato es rico en carbohidratos de este tipo.
Se habia mencionado antes que algunos azlcares asi como otros carbohidratos son

buenos sustratos para la nutricion de los hongos Aspergillus.

En la figura 1.6 se muestra un diagrama de flujo del proceso de obtencion del acido
itaconico en el cual se presentan las principales operaciones unitarias involucradas.

Este diagrama podria utilizarse para otro tipo de sustratos.
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Una parte interesante que se observa en el diagrama de flujo es que el micelio puede
ser recuperado. Lo que permite reproducir mas hongos Aspergillus a partir del

micelio.

La mejor manera para empezar este proceso es por el tratamiento del jugo de la
cafia de azUcar, para eliminar contaminantes que puedan perjudicar el rendimiento
de produccion. Se resumen en el diagrama de bloques en la figura 1.7 las

operaciones unitarias que se pueden utilizar para la purificacion del jugo.

Agua
Nutrientes——
Jugo de cafia
mgcenamlen:[o Mezclado J| pasteurizacion | UIjI icacion Jugo
del jugo de cafia (filtrado) tratado

Figura I1.7: Diagrama de bloques del tratamiento del jugo de cana de azucar. [24]

Una de las operaciones importantes que suceden dentro del tratamiento del jugo de
la cafia de azlcar, es la adicibn de nutrientes. Se ha mencionado antes, que la
composiciéon del sustrato es de suma importancia, sobre todo las relaciones entre los
elementos Carbono, Nitrégeno y Fésforo, que son los nutrientes necesarios para

que los microorganismos crezcan, se desarrollen y produzcan el &cido de interés.

La pasteurizacion del jugo de cafia, es también de gran importancia para evitar la
contaminacion del producto final causada por microorganismos indeseables. Con la
pasteurizacion se aseguran estas condiciones en las que el jugo queda libre de
microorganismos contaminantes, tales como pedazos de bagazo o algunas otras

particulas que la filtracion se encargara de separar.

Se muestra en la figura 1.8 el diagrama de flujo de la parte correspondiente al
tratamiento del jugo de cafia de azucar donde se pueden observar las operaciones

antes mencionadas.
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TE-101 M-1001 E-101 E-102 E-103 P-101 A'B FC-101
Tanqgues de Mazclador Intercambiador Calentador Enfradar Bomba cetrifuga Filtro de carbon activado
Chiller

almacenamiento

O Aoua

Mutrigntas

O

Jugo de Cafa

O O
R
FP-101 AB
FC-101 ~—~——
S q
S e Gl racade
L=
=
E-101
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CLAWES

Temperatura *C
D Presian {bar)
D Flujo masico (kgh) 1

Figura 11.8: Diagrama de flujo de proceso del tratamiento del jugo de cafia de azlcar [24]
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A continuacion, en la tabla 11.10 se pueden observar la composicion volumétrica que

se tendria en el jugo de cafa de azlcar para su posterior fermentacion.

Tabla 11.10

Composicion volumétrica del jugo de cafia. [24]
COMPONENTE %w
Agua 81.04
Sacarosa 17.58
Fructosay Glucosa 0.48
Sélidos solubles:
Sales inorgénicas 0.33
Sales orgéanicas 0.17
Acidos orgénicos 0.10
Otros 0.29
Compuestos fendlicos 0.0011

En la figura 1.9 se muestra un diagrama de bloques que explica el proceso de

fermentacién y separacion del micelio (A. terreus).

Agua de lavado

> carbono
Oxigeno
Nitrégeno

( Dioxido de
Inoculo >

v
—® FERMENTACION

Jugo de
cafa

\ 4

FILTRACION —* LAVADO SECADO [ Micelio

[ Ac. ltaconico
Are ——————— Ac. Malico
Sacarosa
—»— Agua
Solidos

Aire solubles
caliente Impurezas

. Aguaa
" tratamiento

Figura 11.9: Diagrama de bloques del proceso de fermentacién en la produccién de acido itacénico. [24]
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Se muestran en la tabla Il.11 las condiciones de operacion para la fermentacion

usando dos tipos distintos de cepa de Aspergillus terreus.

Tabla I1.11
Condiciones de operacion de dos distintos tipos de cepa de Aspergillus terreus. [24]
CARACTERISTICAS ASPERGILLUS TERREUS ASPERGILLUS TERREUS
NTRL-1960 SNGB9003
Temperatura de 35 37
fermentacion (°C)
Presion de operacion (bar) 1.01 0.5
pH en fermentacién 3.1 2.6
% Rendimiento 57.8 60
Tiempo de fermentacion 184 49
(horas)
Precio (USD/unidad) 175 287

Durante el proceso de fermentacion se llevan a cabo las siguientes reacciones:

Ci,H,,041 + %02 - 2CsHz0, + 2C0, + 5H,0 (1)
Sacarnsa Ac. itacdnico

CsH1206 + 20, — CsHe04 + CO + 3H,0 )
Glucosa Ac. itacdnico

CioHy041 + 60, — 2C,Hs0s + 4C0, + 5H,0 3)
Sacarosa Ac. malico

CH,0, + a0, + 3 - CCaHBNEPy + eCO, + dH,0 4)
Sustrato Micelio

En la figura 11.10 se muestra el diagrama de flujo de proceso de la parte del proceso

correspondiente a la fermentacion. [24]
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Figura 11.10: Diagrama de flujo de proceso de la etapa de fermentacién para la produccion de acido itacdnico. [24]
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Algo interesante en esta parte del proceso, es el tipo de reactor que se utiliza. Se

trata de un reactor tipo Air-Lift del cual vale la pena explicar su funcionamiento.

Los reactores de tipo Air-Lift toman ventaja de la inyeccion de una corriente gaseosa
(generalmente aire) para proporcionar el mezclado y una transferencia de sustancias
gaseosas con la fase liquida, el disefio especifico de los reactores Air-Lift originan
que el liquido circule entre dos zonas interconectadas conocidas como la zona de
ascenso y la zona descenso. Estas zonas permiten la circulacién del liquido por un

separador liquido-gas en la parte superior.

R 58} Escape
Efluente Q@% <5
B3] iE=
Zona de
-
ascenso
={> Aire Zona de
Liquido reaccion de
= SSlido % circulacion
4 liquida
Zonade _"*|< = |%
descenso Koo i o2

|
Areade [3] O
precipitaciéon

de particulas

sélidas

Figura 11.11: Diagrama esquematico de un reactor de tipo Air-Lift. 1) Reactor, 2) Tanque de
almacenamiento, 3) y 4) bombas de liquido, 5) Bomba de aire. [25]

El aire es inyectado por debajo de la zona elevada y la eliminacion del gas en el
separador genera un gradiente de densidad entre ambas zonas, causando la
circulacion del liquido. La funcién del separador de gas es apoyar la liberacion
eficiente de liquido-gas, las fracciones de gas introducidas en la seccion bajante
dependen del disefio y de las variables operacionales, este tiene un efecto

significativo en el desempeiio del reactor.
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En comparacion con los reactores clasicos que generan grandes gradientes de
esfuerzo de corte (cizallamiento) que causan en las células tensibn mecéanica en
areas de alta turbulencia, en los reactores de tipo Air-Lift no hay puntos de disipacion
de energia y los esfuerzos de corte son homogéneos por lo que causan poco dafio
celular. [25]

La purificacion del producto final es otra de las etapas importantes en el proceso de
obtencion de acido itacénico. A través de la evaporacion, filtracion, cristalizacion,
centrifugado y secado es como van retirando las impurezas del producto, ya sea para
su posible reutilizacion en alguna otra parte del proceso o para ser desechadas
definitivamente, como es el caso del licor no aprovechable. Con el fin de hacer mas
ilustrativa esta parte del proceso se muestra en la figura 11.12 el diagrama de bloques

correspondiente.

Medio de

fermentacidn EVAPORACION —» Agua

v

Etanol —»  EXTRACCION — Impurezas

v

SEGUNDA —*» CO;
COz —>
EXTRACCION  —>» Impurezas
Carbon FILTRACION | — Impurezas
activado

v

EVAPORACION |—» Etanol

v

CRISTALIZACION |— Etanol

v

CENTRIFUGADO [—»

v

SECADO

Licor no
aprovechable

> Acido
itaconico

Figura 11.12: Diagrama de bloques para la separacidn y purificacidn del acido itacdnico. [24]
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Primero se elimina por evaporacion el excedente de agua que puede contener el
caldo proveniente de la fermentacion. El resultado de esta evaporacion es una
corriente de agua y un caldo rico en la sustancia a purificar. Este caldo rico
posteriormente se mezcla con una corriente de etanol con la que se pueden arrastrar

algunas impurezas afines a esta sustancia, y asi se completa la primera extraccion.

Luego se hace una segunda extraccion o re-extraccion, pero en lugar de usar etanol
nuevamente, se utiliza una corriente gaseosa de diéxido de carbono a alta presion

para eliminar impurezas que el etanol no hubiera podido retirar.

Otra parte que es interesante en el proceso, es que se usa un filtro de carbon
activado. De hecho, es la operacion unitaria que le sigue a la re-extraccion. Se sabe
que el carbén activado o carbdn activo es carbdn poroso que atrapa compuestos,
principalmente organicos, presentes en un gas o en un liquido. Lo hace con tal

efectividad que este es uno de los purificantes mas utilizados por el ser humano.

El uso de un segundo evaporador es indispensable para la eliminacion de los restos
de etanol utilizado en la primera extraccion de impurezas. Se usa la operacién de
cristalizacion para ayudar con la eliminacion del etanol restante de la evaporacion

anterior.

Con la centrifugacién se elimina el llamado “licor no aprovechable” el que no puede

ser reutilizado en otra de las fases del proceso de obtencion del acido itaconico.

Como ultima operacién unitaria del proceso, aparece el secado con el cual se
elimina cualquier resto de humedad o impureza que haya resistido las operaciones

anteriores.

Las corrientes de etanol y agua residuales resultantes pueden ser aprovechadas

nuevamente en el proceso, después de ser tratadas.

Con ayuda de la figura 11.13 que muestra el diagrama de flujo de proceso de la etapa
de purificacion del acido itaconico es mas facil comprender y seguir las operaciones

descritas anteriormente.
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Figura 11.13: Diagrama de flujo de proceso de la etapa de purificacién del acido itacénico. [24]
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Un factor importante en esta parte de purificacion del acido itaconico es la solubilidad
del mismo, asi como la del acido malico, en etanol, ya que este subproducto lo
acompafa como impureza por lo que se tiene que filtrar, como se observa en la

figura I1.14 que representa la grafica de solubilidad de dichos acidos.

peratura
r

Ten

1 0 2 : 04

pes ,A(:I'Ill aconico

Figura 11.14: Grafica de solubilidad de los acidos malico e itacdnico en etanol. [24]

Se debe tomar en cuenta la solubilidad de estas sustancias porque dentro del
proceso de purificacion hay una fase de cristalizacion, y se sabe esta propiedad de
las sustancias es un factor muy importante para establecer las condiciones de

operacion para obtener una pureza mayor del producto final.

El proceso de obtencion del acido itacénico a través de esta ruta es un proceso
natural y amigable con el ambiente. Ademas de que el sustrato usado es facil de
obtener y es una fuente renovable. Una de las grandes ventajas que posee este

proceso es precisamente que se obtiene de forma natural.

Como ya se describio, si se siguen los consideran parametros adecuados
(temperatura, pH, concentracion del sustrato) se pueden obtener altas eficiencias de

proceso, asi como altas tasas de rendimiento.
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[1.3 Ruta de biosintesis

El primer descubrimiento fue el hecho de que un hongo filamentoso fue capaz de
producir &cido itacénico y, por consiguiente se denomind esta especie como

Aspergillus itaconicus [26].

La biosintesis de acido itacénico fue durante mucho tiempo muy debatida, ya que no
estaba claro si el acido itaconico surge de una ruta que incluye partes del ciclo del
acido tricarboxilico (TCA) o de otra alternativa a través de citramalato o la
condensacion de la acetil-CoA. Bentley y Thiessen (1957) [26] propusieron una ruta

para la biosintesis del acido itacénico, que se representa en la figura I1.15.

Citosol Glucosa
Mitocondria \l, Glucolisis
Piruvato < Piruvato
W \.\.\ _____________ »l
Acetil-CoA ~-._. -\
A\‘ ---- > CO; - Oxalacetato
f’ Citrato Malat
i alato
Malato TCA T T TR .
cis-Aconitato .1 FTio_. .
«
Isocitrato J cis-Aconitato
\l, CadA
Itaconato

Figura 11.15: Ruta de biosintesis de itaconato y su compartimentacidn entre el citosol y la mitocondria
en la célula de A. terreus. Nota: el transporte cis-aconitato es especulativo. [26]

A partir de un sustrato de azucar como la glucosa, se procesan las moléculas de
carbono, a través de la glucdlisis, a piruvato. A continuacion, la ruta se divide y una
parte del carbono se metaboliza a la Acetil-CoA con la liberacion de una molécula de
diéxido de carbono. La otra parte se convierte en oxalacetato, de modo que la

molécula de dioxido de carbono mencionada anteriormente se incorpora de nuevo.
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En las primeras etapas del ciclo del acido citrico, se forman citrato y cis-aconitato. En
la dltima etapa, la Unica delicada de la ruta, la cis-aconitato descarboxilasa (CadA)
forma é&cido itaconico y se libera dioxido de carbono. Esta ruta fue confirmada por
experimentos con trazadores **C y 13C, sustratos marcados y también las actividades

enzimaticas necesarias han sido determinados.

La formacién de acidos carboxilicos, como el acido citrico y el acido itaconico, implica
la generacion de metabolitos intermedios entre los diferentes compartimentos
intracelulares y utiliza las distintas capacidades enziméticas del compartimento

respectivo.

El mecanismo propuesto es que el cis-aconitato se transporta a través del malato-
citrato en el citosol. Sin embargo, hasta ahora no se ha demostrado si el cis-aconitato
usa el malato-citrato mitocondrial o utiliza otra proteina mitocondrial portadora para

ser trasladado al citosol.

En el caso de acido itaconico, Bentley y Thiessen [26] reportan que la
compartimentalizacién de la ruta se analizé por extractos de células fraccionadas que
distinguen la actividad enzimética mitocondrial de una enzima citosélica. Ellos
encontraron que la enzima clave de la ruta, CadA, no existe en las mitocondrias, sino
en el citosol, mientras que las enzimas citrato sintasa y aconitasa si se encuentran
en las mitocondrias. Sin embargo, un nivel residual de la aconitasa y la actividad de

la citrato-sintasa también se localizan en la fraccion citosoélica.

Ademas de A. terreus, se conoce que el acido itaconico puede ser producido
también por otros hongos como U. zeae, U. maydis. No existen mas investigaciones
acerca de los principios de reaccion subyacentes que conducen a la formacion de
acido itaconico en esas especies. Sin embargo, la evidencia reciente apunta en
direccion de que la actividad de CadA constituye el camino general hacia la
formacion del acido itaconico en la naturaleza. También se ha detectado [26] acido
itaconico en células de mamifero, se encontré en células derivadas de macréfagos.

Estas células poseen también actividad de CadA vy tienen la capacidad de formar
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acido itaconico. Pero, hasta ahora no ha sido identificado el gen de codificacion

especifico para esta actividad enzimatica en células de mamifero.

Sin embargo, el papel fisiolégico de acido itaconico en células de mamifero es aun
desconocido. Strelko et al. [26] especularon sobre el papel del 4cido itacénico como
un inhibidor de las rutas metabdlicas, ya que se describe como un inhibidor
enzimatico. El acido itaconico es conocido por inhibir la isocitrato liasa, que es la
parte crucial de la derivacién del glioxilato, y por lo tanto puede actuar como un

agente antibacteriano.
Enzimas y genes especificos de la ruta del acido itacénico

La reaccion catalizada por la descarboxilasa del acido cis-aconitico ha sido descrita
desde 1957. Posteriormente se realizaron experimentos de marcaje con 3C y 4C
que confirmaron el esquema de reaccion representado en la figura 11.16.

OH
(@]

C}_')j\

H

Acido citrico e
2

T
IR

Hz(‘

Aconitasa

C
H
H

OH

Acido cis-aconitico )—I\
Y Acido cis-aconitico
)‘I\ c TN «-..__ )‘I\ descarboxilasa

1l

Acido itacénico
+ CO,
H,C

Figura 11.16: En el ciclo del acido citrico se forma 4acido cis-aconitico como producto intermedio durante la
conversién de acido citrico en acido isocitrico. El 4cido cis-aconitico es descarboxilado por la
enzima CadA formando acido itacdnico y liberando CO, (Bentley y Thiessen, 1957). [26]
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El &cido itaconico esta formado por un reordenamiento alilico y descarboxilacion a
partir del acido cis-aconitico eliminando carbono Ci1 0 Cs de la molécula de acido

citrico de partida (debido a la simetria de la molécula).

Ademas, Dwiarti et al. (2002) [26] reportan que se determinaron ciertas propiedades
de la enzima CadA de A. terreus, como lo son: un valor de Ky de 2.45 mM (37°C, pH
6.2) y un pH 6ptimo de 6.2. En un pH de 7.5 la actividad se reduce significativamente

y es inferior a 20% del valor maximo.

Hasta 2008, la secuencia de la enzima CadA era desconocida, debido a que
presenta una baja estabilidad. Kanamasa et al. (2008) [26] fueron capaces de
purificar una cantidad sustancial de la enzima. La literatura reporta que mediante la
secuenciacion de la proteina se determinaron el N-terminal y cuatro secuencias
internas, que produjeron en una sola etapa, ATEG_09971, en la base de datos del

genoma de A. terreus. El gen se denominé cadA.

La actividad de la enzima como descarboxilasa del acido cis-aconitico se confirmo
después de la expresion heter6loga del gen en Saccharomyces cerevisiae. La
enzima CadA es una proteina de 490 amino &cidos (55 kDa).

En contraste con la estrategia de purificacion de la enzima, utilizaron un método
transcriptémico para identificar el arreglo de los genes de la enzima. Cultivaron un
clon de la cepa NRRL1960 de A. terreus en diferentes condiciones (pH, oxigeno

disuelto, etc.), los cuales obtuvieron distintos rendimientos para el &cido itacénico.

Las condiciones, que presentaban la mayor diferencia en el rendimiento, se
analizaron nuevamente por el método transcriptbmico en una micromatriz con la
suposicion de que los genes implicados en la ruta del &cido itacénico muestran un

nivel alterado (superior) de expresion durante las condiciones de produccion.

El gen cadA fue altamente puntuado en este analisis y por lo tanto puede ser

identificado en un analisis de este tipo.

Debajo del gen cadA se puede encontrar otro transportador que se anota como un

supuesto integrante de la Superfamilia Principal de facilitadores (MFS por sus siglas
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en inglés). Jore et al. (2011), [26] detectaron la proteina transportadora mitocondrial
en el analisis transcriptomico y ha demostrado tener una influencia positiva directa en

la produccién de acido itaconico.

Sin embargo, el mecanismo y sustratos de este transportador son aun desconocidos
y su papel necesita ser aclarado, pero se puede especular que los intermedios de la

ruta de biosintesis como el acido cis-aconitico se transportan con esta proteina.

La actividad de la descarboxilasa del &cido cis-aconitico es crucial para el
funcionamiento de la ruta de biosintesis completa del &cido itaconico. En una cepa
de sobre-produccién de acido itaconico, que se obtuvieron Yahiro et al. [26],
mediante una seleccion a altos niveles de itaconato, se encontraron niveles de
transcripcion cinco veces mayores del gen cadA que en una cepa comparable de tipo
salvaje, pero no ha sido detectado ningin cambio en la secuencia de aminoacidos.
La expresion del gen cadA en A. niger bajo diversos promotores constitutivos de
diferente intensidad de expresion demostré que la productividad del &cido itacénico

se correlaciona directamente con el nivel de transcripcion cadA.
Catabolizacién del acido itaconico

Se sabe mucho sobre la biosintesis del &cido itacénico y los mecanismos
enzimaticos subyacentes, pero para una imagen bioquimica completa de un
determinado metabolito, también es necesario conocer su degradacion.
Desafortunadamente, la informacion sobre la ruta de degradacion del &cido itacénico
es escasa, pero en células de mamifero (higado de cobaya y de rata) se encontro
que el itaconato se convierte en itaconil-CoA hidratasa y se procesa posteriormente a

través de citramalil-CoA a piruvato y acetil-CoA.

También se encontré que el malonato tiene un efecto inhibidor y su adicion evita la
degradacion del &cido itaconico. El primer paso de esta ruta de degradacion puede
ser catalizado por la succinil-CoA sintetasa presente. El tercer paso de la ruta es
catalizado por citramalil-CoA citasa, en la que se han clonado genes de Chloroflexus

aurantiacus y de Pseudomonas putida.
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Sin embargo, hasta ahora no se ha identificado ninguna secuencia proteica y génica,
que pueda catalizar la segunda etapa de la ruta de degradacion, que es una

itaconil-CoA hidratasa.

Los niveles de acido itacdnico que se alcanzan con A. terreus se limitan actualmente
a aproximadamente 85 g/L. Aunque esto ya es una cantidad sustancial, no puede
compararse con la produccion de acido citrico, donde se obtienen concentraciones
de mas de 200 g/L.

En A. terreus, se ha demostrado que el gen influye en el rendimiento de la
produccion de acido itaconico, que es una enzima clave de la glucolisis. Otro enfoque
de ingenieria, se refiere al suministro de oxigeno intracelular, la produccién de &cido
itaconico requiere oxigenacién continua y una corta interrupcion de oxigeno

disminuye el rendimiento de acido itaconico.

Existe la posibilidad de que la composicibn genética de A. terreus no sea tan
eficiente como para soportar la produccion de concentraciones mas altas de acidos
organicos. Por lo tanto, una de las estrategias es generar genéticamente la ruta de
biosintesis de &cido itacénico en otro organismo huésped, el cual ya se sabe que
soporta la produccién de rendimientos altos de &cidos organicos. Como ya se ha

mencionado, A. niger es un candidato.

Una cepa de A. niger que expresa el gen cadA solo tiene la capacidad de producir
aproximadamente 0.7 g/L de &cido itaconico. Este nivel no es comparable con las
cepas de produccion actuales de A. terreus, pero es un punto de partida prometedor
para otras etapas de ingenieria. Otros intentos de elevar el rendimiento son expresar
genes como la proteina portadora mitocondrial mencionada anteriormente junto con
el gen cadA. [26]
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CAPITULO Il
METODOS DE POLIMERIZACION

Debido a la similitud estructural con el &cido acrilico y el acido metacrilico, el acido
itaconico y los ésteres correspondientes, como el dimetilitaconato y el
dibutilitaconato, han sido estudiados en las Ultimas décadas Robert et al. [27] como

monomero o co-mondmero alternativo a polimetacrilatos (Figura I11.1 a).

Las aplicaciones para este tipo de polimeros son muy extensas y van desde la
inhibicibn de la corrosion hasta los materiales dentales, elastbmeros, y la

administracion de farmacos.

RO O
o OR
a) -
O n Polimerizacién Radicalaria
OR O OR

R = H, Alkyl, Aryl

l Policondensacion

O
H
{O)J\"‘/\”,D%GH
D n

Figura Ill.1: Métodos de polimerizacion del acido itacénico. [27]

Sin embargo, se han estudiado muy poco los poliésteres basados en &cido itacénico
(Figura 111.1 b). Esto es algo interesante ya que es un &cido dicarboxilico con una
funcionalidad a, B - insaturada. Estas caracteristicas estructurales permiten una
variedad de nuevas aplicaciones, tales como una alternativa para poliésteres

acrilados o bloques de construcciobn modulares para poliésteres con propiedades
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sintonizables. Por lo tanto, los polimeros basados en poliéster derivados del acido
itaconico podrian ser Utiles en diferentes campos de aplicacion, tales como resinas
con curado UV, térmico o reticulacién, asi como polimeros de memoria de forma

(SMP por sus siglas en inglés), entre otros.

También la posibilidad de modificar el doble enlace insaturado después de la
policondensacion presenta un alto potencial para desarrollar nuevos materiales con
propiedades sin precedentes, tales como inhibidores de la corrosién, materiales

dentales, o para la administracion de farmacos. [27]

En el trabajo de investigacion de Stawski et al. [28] se ha preparado Poli (acido
itaconico) (PIA por sus siglas en inglés) por distintos métodos: con el uso de agua o
dioxano como medio de reaccion, o por poli hidrélisis (anhidrido itacénico), asi como
por iniciacion con sistema redox. El objetivo principal fue investigar el efecto del

meétodo de sintesis en la estructura quimica del producto.

La homopolimerizacién por radicales de acido itaconico (Al) conduce a un producto
de estructura complicada. Shepherd et al. [28] trabajaron con la polimerizacion del
acido itaconico en HCI 0.5M iniciado por persulfato de potasio a 50°C y resultaba un

poliacido itaconico (PIA), pero el proceso toma un tiempo bastante largo.

De acuerdo con los autores, el producto se hidrata con una molécula de agua por
una unidad y cuando se seca sobre pentoxido de fosforo a 100°C y bajo 1 mmHg, es
decir, 133 Pa de presion, este tratamiento resulta en la formacion de anhidrido en un

grado de aproximadamente 30%.

Braun et al. [28] examinaron mas profundamente la estructura del producto de la
polimerizacion de &cido itaconico en una solucidon de dioxano. Los autores utilizaron
el peréxido de benzoilo, también llamado 2,2’-azobisisobutironitrilo (AIBN), como
iniciador. Sin embargo, en todos los casos el proceso de polimerizacion tomd un
tiempo muy largo, hasta 720 horas, es decir, un mes.

En la valoracion potenciométrica de los productos obtenidos, Braun et al. [28]
encontraron que los polimeros contienen sélo la mitad de los grupos acidos

hipotéticos en PIA.
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Ellos sugieren la formacion de grupos anhidrido, que se descarboxilan y proponen un
esquema basado en un conjunto de reacciones de transferencia de cadena, los

autores sugieren que por este método se pueden formar los siguientes grupos:

om 1 o I 0 X
col| e || con om
—+ CHp— {IZ CHz—(IT A CHy— (F— CH>— (F——
{FHE CHs CHs-0O—C=0
X
a b c
OH OH [ OH OH OH |
=0 (=0 =0 (=0 (=0
4 cHy- ¢ cHy- © CHy— C- CHy— C- CHy— C—
0 C-OH 0 C 0
H H
d e

Dénde: X=-OH 6 -CHO

Con el fin de obtener el poli (Acido itacdnico) con la siguiente estructura:

;
a
¥
a

-n
Anteriormente Yokota et al. [28] propusieron un método de sintesis: en un primer
paso, se obtiene polianhidrido itacénico y con la hidrélisis se pudo obtener poliacido

itacénico con dos grupos carboxilicos en una sola unidad de polimero.

En 2002 Léarez C. et al., [28] reportaron que el PIA se puede obtener por
polimerizacion en medio acuoso con un pH igual a dos usando como iniciador

persulfato de potasio.

Mao Ziping et al., [28] han informado que el PIA se podria obtener por polimerizacion
de Al en agua, iniciada con el sistema redox: K2S20s y NaH2PO2. No aislaron PIA

pero aplicaron su solucion para la impregnacion de la tela de algodon.
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.1 Técnicas de polimerizacion

En su articulo Stawski et al. [28] describen la obtencion de PIA por diferentes
métodos y condiciones de sintesis para comprobar la estructura de los productos
resultantes. Ellos evaluaron cuatro distintas formas de polimerizacion del acido

itaconico que se describiran a continuacion.
1-. En solucion acuosa

En este tipo de polimerizacion en solucidbn acuosa se requiere un solvente para
disolver al monoémero y al iniciador y asi formar un sistema homogéneo. El solvente
ideal debe tener bajo costo, bajo punto de ebullicibn y de facil separacién del
polimero; finalizada la polimerizacion, el producto formado puede ser soluble o no en

el disolvente usado.

La insolubilidad del polimero produce una pasta, que puede ser extraible por
filtracion. Si el polimero es soluble se introduce un no-disolvente para provocar la
precipitacion en forma de fibras o polvo. La polimerizacidbn en solucion tiene la
ventaja de operar con una temperatura homogénea debido a la agitacion sencilla del
sistema, que evita el sobrecalentamiento. Sin embargo, el costo del disolvente y la
lentitud de la reaccion son inconvenientes. Esta técnica se emplea mucho en

polimerizacién por condensacion. [29]

En el caso de Stawski et al. [28] usaron agua como disolvente y colocaron 10g (77
mmoles) de acido itacdnico en un matraz, 50 cm® de HCI 0.5 M y 2.2 mili moles de
persulfato de amonio. Después calentaron la mezcla a una temperatura de 60°C
durante 30 horas, el producto (PIA) precipité con acetona, y se sec6 durante la noche
a 50°C bajo presion de 1 hPa. El rendimiento que obtuvieron fue del 16%, con un

peso molecular promedio (Mn) de 16,290.
2-. En dioxano

El 1-4 Dioxano (C4HsOz2), también llamado dioxido de etileno es un liquido incoloro,
inflamable y con olor a éter. Entre los usos mas frecuentes que tiene se pueden

mencionar los siguientes: como disolvente en la fabricacion de lacas, barnices,
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preparacion de productos de limpieza y detergentes, adhesivos, cosmeéticos,
productos fumigantes, emulsiones y composiciones para pulir, fabricacion de pasta
de madera, como medio de extraccion de aceites animales y vegetales, productos
quimicos de laboratorio (eluyente en cromatografia), cintas, plastico, caucho,
insecticidas y para herbicidas. También forma parte de los catalizadores, por

ejemplo, en la polimerizacién de cloruro de vinilo en cloruro de polivinilo. [30]

Para este caso los autores colocaron en un matraz 10 g de Kl en 20 cm? de dioxano
y lo calentaron durante 22 horas a 60°C. La cantidad del iniciador (AIBN) fue 0.8%

mol, en relacién con el monémero.

El producto PIA obtenido se separd del monémero por precipitacion, se lavé con
acetona y se seco durante la noche a 50°C bajo presion de 1 hPa. El rendimiento fue

de aproximadamente 32%, con un peso molecular promedio (Mn) de 5,138 [28].
3-. A partir de anhidrido itaconico

El anhidrido itaconico se produce a partir de la pirdlisis de &cido citrico o mediante la
fermentacion de carbohidratos formando &cido itaconico seguido de su

deshidratacion para formar el anhidrido.

Stawski et. al, [28] llevaron a cabo la sintesis del polimero mediante tres etapas:
sintesis de anhidrido itaconico, la polimerizacién de anhidrido itacénico e hidrdlisis de
poli (anhidrido itacénico) (PIAn) a PIA.

e Primera etapa: 26 g de Al, 20 mL de cloruro de acetilo y 120 mL de xileno en
reflujo a 70°C durante 20 h. Después de ese tiempo la solucion se enfrid y el

producto cristalino se recristalizd en xileno caliente.

e Segunda: 7.5 g de anhidrido itacénico de la primera etapa, 83 ml de xileno y
0.17 g de AIBN se calentaron a 60°C durante 16 h. PIAn se filtro, se lavo con

xileno y etil éter, y se seco bajo presion reducida.
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e Finalmente el producto (PIA) se obtuvo mezclando el poli (anhidrido itaconico)
con exceso de agua. La solucion transparente se mantuvo durante la noche y
el exceso de agua se evapor6 a temperatura ambiente bajo presiéon reducida.
Después se secd a 50°C bajo presion de 1 hPa, con un peso molecular
promedio (M») de 12,810.

En un trabajo de investigacion diferente, Shang et al. [31] describen la sintesis de

copolimeros de anhidrido itaconico con metacrilato de estearilo como sigue.

El anhidrido itaconico se puede polimerizar o copolimerizar con otros monoémeros
diferentes mediante reacciones via radicales libres. Debido a que forma radicales
terciarios altamente reactivos, el anhidrido itacénico es més reactivo que el anhidrido
maleico y es un monomero alternativo para introducir la funcionalidad polar en

polimeros.

La copolimerizaciéon de radicales libres de anhidrido itacénico y metacrilato de
estearilo fue descrita previamente por Wallach, [31] pero las propiedades de esos
materiales no han sido caracterizadas; este trabajo forma parte de un programa de
investigacion dirigido a la preparacion de iondmeros a partir de mondémeros

renovables.

El interés de es la introduccion de la funcionalidad polar en biopolimeros
relativamente no polares tales como PLA (acido polilactico) para aumentar la
temperatura de transicion vitrea, Tg, para mejorar la adhesion y compatibilidad con
sustratos o polimeros mas polares; de esta manera proporcionar sitios de injerto
polares en andamios biodegradables y para preparar polimeros anfifilicos para las

aplicaciones de liberacién de farmacos.

El procedimiento de copolimerizacién sigui6 a la reaccion de radicales libres descrita
por Wallach como se representa en la figura 111.2. El anhidrido itaconico tiene una
reactividad mas alta que el acido itaconico, pero se hidroliza facilmente, por lo que es
necesario utilizar materiales y reactivos secos, antes de la copolimerizacion, y se uso

acetato de etilo anhidro como disolvente.
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i‘q:?_ AlBMN, 8O *C
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Df\ 0 D\\ Acetato de etilo

(CHz)17CHy
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Figura I11.2: Copolimerizacion del anhidrido itacdnico (ITA) y metacrilato de estearilo (SM). [31]

Disolvieron varias relaciones molares de anhidrido itacénico y metacrilato de
estearilo en acetato de etilo a 80°C en un matraz de fondo redondo equipado con una
barra de agitacion magnética y un condensador con una salida de desecante y una
entrada de nitrdgeno. La concentracion total de mondémero fue de 66.7% en peso, y
la concentracién de iniciador (AIBN) fue de 4% en moles basado en la concentracion
de los dos co-mondmeros. Las reacciones se llevaron a cabo durante 12 h con

agitacion bajo una atmésfera de nitrégeno.

Después de que las polimerizaciones se completaron, la solucién de reaccién se
precipité a -20°C en hexano para una concentracién de alimentacion de anhidrido
itaconico > 70% en moles o metanol para una concentracion de alimentacion de
anhidrido itaconico < 70% en moles. El precipitado se filtr6, se lavd con hexano o
metanol adicional a temperatura ambiente y lo secaron en un horno al vacio durante
48 h. Los copolimeros se re-precipitaron a partir de una solucion al 30% (p/v) de
acetato de etilo con exceso de hexano o metanol a -20°C, se filtraron y se secaron en

un horno al vacio. [31]

Por lo tanto, no sélo se puede producir el poliacido itaconico a partir de anhidrido

itaconico sino también copolimeros de otros compuestos para distintas aplicaciones.
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4-. Por iniciacion redox

Stawski et. al, [28] llevaron a cabo la primera parte de la sintesis con 12.5 g de Al,
32.5 mL de agua y 5 g de NaH2PO2 que se calentaron a 65°C. A continuacion
afadieron 1.6 g de K2S20s en 10 mL de agua y la solucién se calent6 durante 60
min. El polimero (PIA) obtenido se precipitd y se lavé con acetona y se sec6 durante

la noche a 50°C bajo presiéon de 1 hPa.
l1l.2 Poliesterificacion del acido itacénico

Para sintetizar poliésteres existen varias combinaciones de reactivos y condiciones
del proceso. Los poliésteres pueden ser producidos por esterificacion directa de un

diacido con un diol o auto-condensacion de un acido hidroxicarboxilico.

La poliesterificacién, como muchas polimerizaciones por etapas, es una reaccion de
equilibrio, el agua debe ser eliminada de forma continua para alcanzar altos grados

de conversion y altos pesos moleculares.

El control de la temperatura de reaccidbn es importante para minimizar las
reacciones secundarias tales como la deshidratacion del diol para formar

dietilenglicol.

Para este tema en particular se retomard el articulo de Robert et al., [32] en el que
se exponen las propiedades de los poliésteres derivados del &cido itacénico asi

como los métodos que se han seguido para la produccién de los mismos.

En este sentido las investigaciones que se han realizado se numeran de acuerdo a
las aplicaciones especificas de los polimeros obtenidos, asi se tienen los poliésteres
del area médica, los de memoria de forma (SPM), elastbmeros y compositos,

pinturas o recubrimientos, entre otras aplicaciones.

En la tabla Ill.1 se exponen las investigaciones que se han realizado para el caso de

los poliésteres con aplicaciones medicas.
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Tabla lll.1

Poliésteres derivados de dcido itaconico con aplicaciones médicas.* [32]

Investigadores

Condiciones de
reaccion

Resultados obtenidos y
propiedades

Aplicacion

Singh et al.

Yousaf et al.

Takasu et al.

Liu et al.

Uso de &cido
p-toluenosulfénico como
catalizador e hidroquinona
como inhibidor para evitar
la reticulacion

Policondensacion térmica
de acido itacénico, un
segundo &cido dicarboxilico
y trimetilolpropano (TMP)
sin catalizadores e
inhibidores.

Catalizada
enzimaticamente. Seguida
de reticulacion por UV

Baja temperatura.
Policondensaciéon de
poliésteres insaturados
anhidridos maleico e
itaconico. Reaccion de
ambos anhidridos con 3-
metil-1,5-propanodiol en
presencia de bis-
nonafluorobutanosulfonil
imida (Nf2NH). Seguido de
una foto-reticulacioén.

Combinacion de
tetraisopropéxido de titanio
(TTP) y el acido
difenilfosfénico (DPPA).
Sustitucién parcial del
acido succinico por el acido
itacénico.

Poliésteres con un grado de
entrecruzamiento regulado.

Pesos moleculares
razonablemente altos (hasta
2,200 g mol?t) e indices de
polidispersidad (D) bastante

estrechos.

Pesos moleculares aun

mayores hasta 12,000 g mol?,

se volvieron mas flexibles,
menor modulo de Young y

menor resistencia a la traccién

final, mientras que la tension
de rotura aumento.
Citotoxicidad y moldeo
adecuados

Pesos moleculares altos de
hasta 16,000 g mol=.
Isomeria Z/E tiene influencia
en el comportamiento de
hinchamiento de los
hidrogeles.

Pesos moleculares elevados
de hasta 34,000 g mol* (5%
en moles del contenido total
de diacidos). Disminucién a
14,600 g mol* con &cido
itaconico al 40% mol.
Reticulacion con el 50% mol
de acido itaconico.

Como precursores
para microesferas
de hidrogel
cargadas con
vacunas bio-
erosionables.

Administracion de
farmacos,
ingenieria de
tejidos, y otras
aplicaciones
biomédicas.

Poliésteres
insaturados en
forma de hidrogeles
que se pueden
utilizar como
vehiculos para la
administraciéon de
farmacos.

Co-poliéster tipo
polibutileno
succinato(PBS) con
potencial para
aplicaciones
biomédicas

*Ref: Robert et al. Green Chemistry. 2016, 18, 2923.
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Como un ejemplo de las reacciones antes mencionadas se muestra en la figura 111.3

la reaccidn que llevaron a cabo Takasu et al. [32]

7
&{J +Y<D+H
A
o) o)

Nf2NH
60-80 *C

HD/\/I\/{\DUD/\/}VI:IGMDM/Y\%:}H

Figura 1ll.3: Policondensacion de poliésteres insaturados anhidridos maleico e itacdnico a baja

temperatura con Nf,NH como catalizador. [32]

Estos poliésteres también pueden funcionar como polimeros con memoria de forma

de acuerdo a la informacién que se muestra en la tabla Ill.2.

Tabla 111.2
Poliésteres con memoria de forma (SMP por sus siglas en inglés) derivados de dcido itacdnico.*[32]
Investigadores Condiciones de reaccion Resultados Aplicacion
obtenidos y

propiedades

Guo et al.

Ritter et al.

Policondensacion de &cido
itacénico, acido sebacico y
1,3-propanodiol presencia de
0.5% en peso de
4-metoxifenol como inhibidor
y 0.5% en peso de butiléxido
de Ti (IV) como catalizador.
A temperaturas bastante
altas de hasta 220°C bajo
vacio.

Mezcla equimolar de acidos
dicarboxilicos y dioles en
tolueno en presencia de

0.5% mol de &cido sulfarico

como catalizador y
0.25%mol de fenotiazina
(PTZ) como inhibidor. Con

un aparato de Dean-Stark a

140°C durante 48 h

Poliésteres con pesos
moleculares altos de
30,000-40,000 g mol-1.

Rendimientos muy bajos
por debajo del 10% y
bajos pesos
moleculares de
500-800 g molt. Mejora
utilizando la irradiacion
de microondas 17% y
1200 g mol* después
de 4 h.

Se sometieron a moldeo
por compresién con
peréxido de dicumilo

como iniciador que resulté
en un conjunto de SMP
con interesantes
propiedades y potenciales
campos de aplicacion.

Los poliésteres se
reticularon y mostraron un
efecto de memoria de
forma con una
deformacion a
temperaturas por debajo
de la Tg. Mas fragil el
SMP obtenido por Guo et
al.

*Ref: Robert et al. Green Chemistry. 2016, 18, 2925.
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La reaccion que llevaron a cabo Ritter et al. antes mencionada se muestra en la
figura l11.4. [32]

HO

(Dr_[____ P HG“W”‘“W OH MO~ ™—""on
on © ©
Tolueno
HaS04 | 140 =C,
PTZ

i
o

O

P ,D-ﬂ — fJ-a o
Figura Ill.4: Policondensacion de isosorbida, dcido itacdnico y dcido succinico. [32]

Otras reacciones importantes son la obtencion de elastomeros y compositos a partir

de poliésteres tal como se muestra la tabla IIl.3.

Tabla 1.3

Poliésteres derivados de dcido itaconico, elastomeros y compositos.* [32]

Investigadores

Condiciones de reaccion

Resultados obtenidos
y propiedades

Aplicacién

Wei et al.

Sakuma et al.

Sintesis de un poliéster derivado
de acido succinico, acido
sebacico, 1,3-propanodiol y 1,4-
butanodiol con 5-15%mol de Al.
MeHQ y acido fosférico como
inhibidores. Durante 2 h a 180°C
antes de afadir butéxido de Ti
(IV) como catalizador y la
reaccion se continué a 220°C a
presién reducida.

Tres compuestos diferentes se
sintetizaron haciendo reaccionar
el poliéster insaturado con
polisilsesquioxanos sustituidos
con metacrilato (Me-PSQ) en
diferentes proporciones en
presencia de peroxido de
benzoilo.

Peso molecular medio
numeérico (Mn) de 33,000
g mol?. Se reticulé con de

peréxido de dicumilo

como iniciador. En el
ltimo paso, el material se

reforz6 con nanosilica.
Material similar al caucho
transparente con una baja

Tg de -54°C y buenas

propiedades mecéanicas

Mas estables a la
temperatura, hasta 100°C
mas alto que el poliéster
no curado. Ademas, los
hibridos exhibieron un
madulo de
almacenamiento mas alto
en el estado gomoso
(T>TQg)

Podrian competir
0 incluso superar
a los elastébmeros
comercialmente
disponibles.

Desarrollo de
compuestos
hibridos
organicos e
inorganicos con
mejores
propiedades
térmicas.

*Ref: Robert et al. Green Chemistry. 2016, 18, 2926.
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Gracias a la similitud estructural con el acido acrilico y el acido metacrilico, que se
usan a menudo como grupos reactivos en aglutinantes de curado por radiacién para
aplicaciones de revestimiento y tintas de impresién, el &cido itaconico tiene un alto

potencial para servir como una alternativa renovable en esta area. En la tabla 1.4 se

muestran algunos ejemplos de trabajos de investigacion sobre ello.

Tabla l11.4

Poliesteres derivados de dcido itacdnico usados como recubrimientos. * [32]

Investigadores

Condiciones de reaccion

Resultados
obtenidos y
propiedades

Aplicacion

Dai et al. Se formaron los primeros

prepolimeros en presencia
de acido p-toluensulfénico
(PTSA) al 0.5% en peso.
Después de 2 h, como
segundo catalizador, se
afiadié 1 % en peso de
dilaurato de dibutilestafio
(DBTL) y se eliminé el agua
al vacio. Para evitar la
reticulacion del doble enlace
insaturado, se utiliz6 0.5% en
peso de 4-metoxifenol como
inhibidor.
Tobias et al. En presencia de acido
metanosulfénico (MSA) al
0.4% en peso como
catalizador y una mezcla de
mequinol (MeHQ) y Butil
hidroxitolueno (BHT) como
inhibidores. Usando
n-heptano como agente de
arrastre, la reaccion se
desarroll6 suavemente bajo
condiciones de Dean-Stark
entre 120 y 180°C en 8 horas
dependiendo de la eleccién
de los mondémeros. El curso
de la reaccién se controlé
mediante analisis del nivel de
acidez.

Poliésteres terminados
con COOH con pesos
moleculares bastante
bajos (750-1,250
g mol?). Alta dureza y
buena resistencia al
agua y a disolventes.
Adhesion y flexibilidad
insuficientes
mejoradas con glicerol
y aceite de soja.

Recubrimientos para
superficies metalicas.

Pesos moleculares
gue oscilaban entre
3100 y 5600 g mol*
sin signo de
reticulacion detectable.
Ademas de indices de
polidispersidad de
entre 1.9y4.

Resinas de poliéster
derivadas de &cido
itacénico y otros como el
acido adipico (AA), el
anhidrido hexahidroftalico
(HPSA), el 1,6-hexanodiol
(HDO), el 1,3-propandiol
(PDO) y el neopentilglicol
(NPG). Se utilizaron para
sintetizar dispersiones de
poliuretano a base de
agua para aplicaciones
de revestimiento de
madera presentando

excelentes propiedades.

*Ref: Robert et al. Green Chemistry. 2016, 18, 2926.
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Cont...Tabla lll.4

Poliésteres derivados de dcido itacénico usados como recubrimientos (continuacion). *[32]

Investigadores Condiciones de reaccion

Resultados
obtenidos y
propiedades

Aplicacion

Jain et al. Se utilizé un poliéster con solo un

2% en peso de acido itaconico
como esqueleto para una resina
acrilica. En detalle, los enlaces
dobles insaturados del poliéster se
hicieron reaccionar con metacrilato
de metilo, acrilato de butilo y
estireno por medio de
polimerizacion radical. Estos
poliésteres modificados con acrilico
se mezclaron con 20-30% de una
resina de melamina-formaldehido.

Posteriormente se
aplicaron a una
superficie de acero y
se curaron durante 30
minutos a 140°C. Los
acabados de horneado
resultantes mostraron
propiedades muy
prometedoras.

Podrian ser una
adicioén a los
materiales
existentes en el
campo de
recubrimientos
para metales.

*Ref: Robert et al. Green Chemistry. 2016, 18, 2926.

Para ilustrar la tabla Ill.4, se muestra como ejemplo en la figura IIl.5 la reaccion a

detalle llevada a cabo por Tobias et al. [32] para la sintesis de resinas de poliéster

como recubrimientos para madera.
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Figura Ill.5: Sintesis de poliésteres naturales (bio-basados).
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Ademas de los estudios antes mencionados, Tobias et al. [32] reportan otras

investigaciones acerca de la policondensacion del acido itacénico que no entran en

ninguna de las aplicaciones que se han manejado hasta ahora. Se muestran en la

tabla 111.5 los resultados de dichos trabajos de investigacion.

Tabla I1.5

Otros estudios sobre la policondensacion del dcido itacénico *[32]

Investigadores

Condiciones de
reaccion

Resultados obtenidos y
propiedades

Aplicacion

Retuert et al.

Teramoto et al.

Ma et al.

Acido insaturado con
etilenglicol en presencia
de una cantidad
catalitica de &cido
p-toluenosulfénico e
hidroquinona como
inhibidor a 120°C bajo
vacio parcial.
Conversion debajo del
85% para evitar
reticulacion.

Se incorporaron 5, 10 y
15% de acido maleico o
itaconico en
prepolimeros como
polibutileno succinato
que se reticularon
posteriormente
utilizando peroxido de
benzoilo como iniciador
térmico.

Reaccionaron el acido
itaconico con un exceso
de epiclorhidrina para
obtener una resina
epoxica de poliéster.

Los pesos moleculares eran
bajos (hasta 1200 g mol?)

Una mayor cantidad de acido
el poliéster conduce a una
mayor densidad de
reticulacién. La mayor
cantidad de fraccién insoluble
del 90.9% se obtuvo con el
15% de &cido itacénico
presente en el poliéster. La
biodegradabilidad disminuye
con el aumento de la densidad
de reticulacion. Menor tiempo
de curado con acido itacénico.

Los poliésteres con pesos
moleculares bajos que se
curaron con anhidrido metil
hexahidroftalico con diferentes
aditivos tales como divinil
benceno o aceite de soja
epoxidado con acrilato.

Experimentos
preliminares de
reticulacion, los

poliésteres obtenidos
se copolimerizan
facilmente con una
gama de polimeros
vinilicos tales como
estireno, acrilatos,
etc.

Estudios acerca de
la influencia de la
densidad de
reticulacion sobre la
solubilidad y
biodegradabilidad de
prepolimeros como
polibutileno
succinato.

Alternativa
renovable. Las
resinas curadas

pueden competir con
las comerciales
derivadas de éter
diglicidilico de
bisfenol A (BADGE).

*Ref: Robert et al. Green Chemistry. 2016, 18, 2928.
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Como ejemplo de las reacciones mencionadas en la tabla Ill.5 se muestra en la
figura 111.6 el esquema de la reaccion utilizada por Ma et al., para la sintesis de las
resinas renovables que podrian sustituir a las derivadas de BADGE mas

comunmente utilizadas.

e _OH =
HO ‘-l-"' - -’:‘nwc|
O

1. TEASE, 105 *C, 0.5 h
2. NaOH, 50 "C, 3 h

gbfﬁmjﬁﬁg,m J[/TLGEJL,AGM

Figura 111.6: Sintesis de una resina epodxica basada en acido itacénico, en presencia de Bromuro de
tetrabutilamonio e hidréxido de sodio. [32]

Policondensaciones enzimaticas del acido itacénico

Ademas de las rutas de sintesis “clasicas”, los poliésteres derivados del acido
itaconico también pueden sintetizarse mediante catalisis enzimatica. A continuacion
se mencionan algunos ejemplos de investigaciones que se han realizados con el fin

de entender este tipo de reacciones.

Yousaf y sus colaboradores [32] realizaron algunas de sus policondensaciones
mediante catdlisis enziméatica. Utilizando la lipasa B de Candida antarctica (CaLB),
fueron capaces de obtener poliésteres lineales derivados de diferentes dioles con
pesos moleculares de 200-11 900 g molt. Sin embargo, se necesitaron largos
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tiempos de reaccion (94 h) y altas temperaturas de reacciéon (90°C), lo que podria dar

lugar a una degradacion de las enzimas.

Bajo condiciones algo similares, Loos y colaboradores [32] pudieron obtener
co-poliésteres derivados de 1,4-butanodiol, acido itaconico y un segundo acido
dicarboxilico saturado con pesos moleculares muy altos hasta 58 000 g mol?. Con
este estudio pudieron demostrar que los pesos moleculares de los co-poliésteres
resultantes son muy dependientes de la longitud de cadena del otro &cido

dicarboxilico y usualmente disminuyen con cantidades crecientes de acido itaconico.

Gardossi et al. [32] desarrollaron un nuevo tipo de catalizador enzimatico
inmovilizado mediante la unién covalente de CaLB a una resina metacrilica epoxi
funcionalizada. Los autores pudieron demostrar que este catalizador puede ser
utilizado en la policondensacion de itaconato de dimetilo con butanodiol. Sin
embargo, sblo se obtuvieron pesos moleculares bajos de los correspondientes

poliésteres incluso después de 96 h de tiempo de reaccion.

Un elemento clave para una alta reactividad es la transferencia de masa optimizada y
la dispersion homogénea de la enzima. Esto se ve obstaculizado por la necesidad de
inmovilizar la enzima para evitar la contaminacion del producto y asegurar la
reciclabilidad del costoso catalizador. Sin embargo, los autores pudieron demostrar
que la reactividad también puede estar influenciada por la concentracién y la
estructura de los dioles utilizados. Tanto los estudios tedricos como los
experimentales mostraron que el diol ciclico mas rigido, el 1,4-ciclohexanodimetanol

es un sustrato mas prometedor para conseguir poliésteres de mayor peso molecular.

Con un enfogue enzimético algo diferente, Yamaguchi et al. [32] utilizaron una
policondensacion de adicidén por apertura de anillo catalizada por lipasa (ROACP por
sus siglas en inglés) a 25°C durante 2 horas para obtener poliésteres con pesos
moleculares que oscilaban entre 560 y 3690 g molt. Ademas del anhidrido itac6nico,
el anhidrido succinico y el anhidrido glutarico en combinacién con diferentes dioles,

tales como 1,4-butanodiol, 1,6-hexanodiol, 1,8-octanodiol y 1,10-decanodiol. [32]
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En la figura 1ll.7 se muestra la reaccion que el equipo de Yamaguchi utilizé para la

obtencion de poliésteres.

0
N HO Lipasa O O‘t—‘j/\}‘
070 ™ oH fo " ™ o Tt OH

m=3,579

Figura lll.7: Sintesis de poliésteres por policondensacién de adicion por apertura de anillo catalizada
por lipasa (ROACP). [32]

Para esta reaccion los autores demostraron que el enlace C-C a, - insaturado en los
poliésteres no se ve afectado por la polimerizacion catalizada por lipasa y puede
modificarse adicionalmente después de la reaccion de policondensacion. Como
prueba inicial, un poliéster de anhidrido itacénico y glutarico con 1,8-octanodiol se
calentaron sin ningun iniciador a 150°C. La gelificacion se produjo después de 3 h. La

reaccion de reticulacion se complet6 después de 27 h.

Desafortunadamente, la reticulacion solo se examiné con un poliéster y no se
realizaron experimentos adicionales con iniciadores térmicos o fotoiniciadores para

investigar la reactividad de estos poliésteres.

Como se sabe, los estudios acerca de la reticulacion de los polimeros son de suma
importancia pues se trata de una reaccidén quimica por la que los polimeros se unen
en cadenas tridimensionalmente formando una especie de red. Tras esta reaccion,

las propiedades quimicas del polimero inicial cambian.

Después de la reticulacion las moléculas adquieren mayor rigidez, ya que los
movimientos de relajacion se encuentran impedidos. En el caso de los elastbmeros

esto ayuda a que las propiedades de resiliencia incrementen.
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CAPITULO IV

PRODUCCION Y COMERCIALIZACION

Hoy en dia, el acido itaconico se produce a escala industrial a través de la
fermentacion de Aspergillus terreus con un rendimiento de produccion de 80 g/L. Se
estima la produccion mundial en alrededor de 80,000 toneladas por afio, con un
precio de alrededor de 2 délares por kg. Debido al alto potencial de este compuesto,

se espera que la capacidad de producciéon crezca un 5.5% cada afio entre 2016 y

2023. [33]

Con base en un trabajo de investigacion diferente, se muestra en la figura IV.1 el
porcentaje de empresas productoras de acido itaconico por zona geografica de un

total de aproximadamente 60 a nivel mundial.

B Hong Kong

M Japdn

H Estados Unidos
India

H China

B Reino Unido
Sudafrica

Iran

Figura IV.1: Grafica de la ubicacidn de las principales empresas productoras de acido itacénico por
zona geografica en el mundo. [34]

Se puede observar que es en China donde ese encuentra la mayor concentracion de

empresas productoras y exportadoras de acido itaconico en el mundo.
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Asi como existen paises en los cuales se realiza la investigacion, produccion y
exportacion de este producto, existen también lugares en los cuales no se tiene la
informacion y tecnologia necesaria para su produccion, mucho menos la iniciativa o

el interés por recurrir a este tipo de materia prima alternativa.

México un ejemplo de pais donde no se produce este acido razén por la cual eso
significa un nicho de mercado. De hecho en la figura 1V.2 se puede observar que
Norteamérica no aparece como importador, la razéon es que en E.U.A. se produce y
exporta este &cido al igual que en China. No debe suponerse que México sea
también exportador por el simple hecho de pertenecer a esta zona del continente

americano.

La gréfica de la figura IV.2 representa los porcentajes de importaciones por zona

continental de un total de aproximadamente 100,000 ton/afio [34]:

2% 200
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13%
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Figura IV.2: Grafica de las principales zonas continentales de importacidn de acido itacénico en el
mundo. [34]

El poliacido itacénico (PIA por sus siglas en inglés) es llamado a ser un reemplazo
atractivo de los bien establecidos acrilatos a base de petroleo. Los usos que se le
dan a este y otros polimeros derivados del acido itaconico son muchos como se

describe a continuacion.
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De acuerdo con Itaconix, una empresa americana dedicada a la produccion del acido
itaconico y sus polimeros derivados, el potencial de mercado global para PIA ha sido
estimado en 1.65 miles de toneladas/afio con SAP (polimeros super absorbentes)
ocupando el 67% del mercado; 3% adhesivos, dispersantes 9%; tratamiento de agua

6%; 11% detergentes; y el 4% para los nuevos mercados de SAP.

Se muestran en la figura IV.3 los porcentajes que ocupan cada una de estas

aplicaciones:
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Figura 1V.3: Grafica de las principales aplicaciones del acido itacdnico en el mercado. [35]

Con el fin de desplazar los acrilatos, la empresa Itaconix dice que se debe llegar a un

costo de produccion por debajo de 1.5 USD/Kg usando biomasa como materia prima.

El poliacido itacénico ha sido producido por Itaconix usando acido itacénico comercial
obtenido de la fermentacion de dextrosa tipicamente derivada de maiz o arroz. Bajo
tal estructura no integrada, PIA puede ser producido a un costo de 3 ddlares por Kg.
[35]
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Todo esto visto desde la perspectiva de la empresa Itaconix. Ahora de acuerdo con
un informe de la organizacidon Transparency Market Research (TMR), [36] en
general, el mercado mundial de acido itaconico fue valorado en 126.4 millones de
dolares en 2014 y se espera que alcance 206 millones de délares en 2023, creciendo

a una tasa compuesta anual de 5.5% entre 2015 y 2023.

El acido itaconico se considera un intermediario importante en la sintesis de
combustibles y productos quimicos biolégicos. Se produce comercialmente bajo
condiciones de nitrogeno limitado a partir de jarabe de glucosa derivado de almidon
de maiz, también se emplea en varias aplicaciones de uso final en industrias tales
como latex sintético, resinas de poliéster insaturado, detergentes, polimeros super
absorbentes, aceite lubricante y pinturas y revestimientos. Se prevé que el precio del
acido itaconico juegue un papel importante en la determinacién de la tasa de
crecimiento de esta sustancia quimica bio-basada entre 2015-2023.

V.1 Mercado

El informe de Transparency Market Research (TMR) [36] proporciona una
descripcion detallada del mercado mundial del acido itaconico en términos de
volumen de toneladas (toneladas) e ingresos (USD) para el periodo de 2015 a 2023.
Destaca los factores que contribuyen al crecimiento del mercado. También enumera

restricciones que enfrenta el mercado.

En términos de aplicacion, el mercado del 4cido itaconico ha sido segmentado en
latex sintético, resinas de poliéster insaturado, detergentes, polimeros super
absorbentes y otros. Este reporte proporciona previsiones y estimaciones para cada
segmento de aplicacion en términos de ingresos y volumen durante el periodo de
previsién de 2015 a 2023. Cada uno de los segmentos de aplicacion se ha analizado

mas a nivel regional y nacional de 2014 a 2023 en términos de volumen e ingresos.

La segmentacion global del mercado de acido itaconico, por aplicacion y geografia se
muestra de manera resumida en la figura 1V.4, en la que se incluyen las aplicaciones

del &cido itacdnico antes mencionadas.
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[ Mercado del acido itaconico ]
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Figura IV.4: Segmentacion global del mercado de acido itacdnico, por aplicacion y geografia.
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El informe incluye el andlisis de la cadena de valor y el Modelo de cinco fuerzas de
Porter. Estos ayudan a proporcionar una vision integral del mercado. Estos también
arrojan luz sobre la dindmica de la estructura de la industria, ademés de proporcionar

una vision general del grado de competitividad en el mercado.

También se incluye el andlisis de las tendencias de precios del &cido itacénico de
2014 a 2023. Ademas, el informe cubre las principales conclusiones de la
investigacién a través de entrevistas primarias con expertos clave de la industria y

lideres de opinion para sustentar la investigacion secundaria.

El informe también ofrece un panorama competitivo del mercado en general con
perfiles de los principales actores globales como Itaconix Corporation, Nanjing Huajin
productos biologicos Co., Ltd., Spectrum Chemical Manufacturing Corp., Chengdu

Jinkai Biologia Engineering Co., Ltd., Qingdao Langyatai Zhujiang Guoguang
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Biochemistry Co., Ltd. Los perfiles de las empresas incluyen parametros tales como
vision general de la compafia, descripcion financiera, estrategias de negocios,

desarrollos recientes, instalaciones proximas y grandes fusiones y adquisiciones.

Alcance y supuestos de la investigacion de mercado.

e El volumen del mercado de acido itaconico es una medida estimada de la
demanda de acido itaconico en toneladas.

e Los precios del acido itaconico varian en cada region. Los precios regionales
se han considerado para estimar y pronosticar el mercado global del acido
itaconico en términos de rédito.

e EIl tamafio del mercado global del &cido itaconico se ha presentado tanto en
términos de volumen como de ingresos. El volumen de mercado se da en
toneladas, mientras que los ingresos del mercado se proporcionan en USD.

e Otras aplicaciones incluyen aceite lubricante, adhesivos, pinturas vy
revestimientos, productos farmacéuticos, herbicidas, emulsionantes, productos
quimicos de impresion y fibra acrilica.

e Se incluyen cotizaciones en tiempo real para precios histéricos y
pronosticados de fabricantes.

e EIl precio considerado para el calculo de los precios medios se obtiene
mediante cotizaciones primarias de numerosos proveedores regionales,
distribuidores y productores regionales de venta directa.

e Se han considerado tasas de cambio constantes para pronosticar el mercado.

e Se espera que el precio promedio del acido itacénico disminuya durante el
periodo de prondstico debido al aumento en la utilizacion de sus capacidades

como resultado de los avances tecnolégicos.

Como metodologia de investigacion, en la Transparency Market Research (TMR) [36]
se realizaron entrevistas y discusiones con una amplia gama de participantes clave

de la industria y lideres de opinidn para dar a conocer este informe de investigacion.
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Analisis de la Industria

El acido itaconico, también conocido como &cido metilsuccinico, es uno de los
principales quimicos bio-basados. Se utiliza como un componente importante en la
industria quimica. Un informe publicado por el Departamento de Energia de los
Estados Unidos (DOE) en 2004 enumera el acido itaconico como uno de los 12
productos quimicos prometedores obtenidos a través de biomasa. Por ello se
considera que la produccion del acido itaconico significa un nicho de mercado,

debido al limitado consumo en diversas industrias.

Sin embargo, se espera que la demanda aumente en 2020, ya que es un producto
quimico de base bioldgica. Desde el punto de vista de mercado, las aplicaciones
principales del &cido itacénico incluyen latex sintético, detergentes, aglutinantes y
aditivos lubricantes. El acido itaconico también se utiliza como plastificante en la

industria del plastico y como reactivo en la reaccion de poliesterificacion.

El &cido itacOnico se emplea como plastificante en polimeros para mejorar las
propiedades fisicas tales como la plasticidad y la fluidez del polimero. Por lo tanto,
sirve como un sustituto para el acido metacrilico o acido acrilico derivado de la
petroquimica. El acido itaconico se utiliza principalmente en la produccion de latex de
caucho de estireno butadieno (SBR), que es una categoria de latex sintético. Se
copolimeriza facilmente con el caucho y actia como agente adhesivo en la
produccion de SBR. El &cido itacénico proporciona un equilibrio de elasticidad y
propiedad viscosa al caucho. Esta disponible en varios grados tales como grado

electrénico, alimenticio, y grado industrial para diversos propésitos comerciales.

El costo de produccién es un determinante importante en el precio del &cido
itaconico. Se anticipa que el costo de produccion del acido itacénico disminuira
significativamente en un futuro préximo, debido a la evolucion en curso en el proceso
de produccion del acido. Como resultado, se prevé que el uso de acido itaconico en
varias industrias de aplicacion aumentara durante el periodo de prondstico de 2015 a

2023. La disminucion de precio haria factible el acido para su uso en la produccion
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de metacrilato de metilo (MMA), que es un polimero termoplastico utilizado

ampliamente en aplicaciones opticas.

El mercado global del &cido itacénico estuvo muy concentrado en 2014. Actualmente,
existe un grado significativo de concentracion de mercado debido a la presencia de
algunas compainiias privadas clave que fabrican &cido itaconico para satisfacer la

demanda global.

Dichas compafias dominantes del mercado incluyen Itaconix Corporation, Chengdu
Jinkai Biologia Engineering Co., Ltd., Qingdao Langyatai (Group) Co., Ltd., Nanjing
Huajin productos biol6gicos Co., Ltd., Ronas Chemicals Ind., Ltd., Shandong Kaison
Biochemical Co Ltd., Spectrum Chemical Manufacturing Corp., Zhejiang Guoguang
Bioquimica Co., Ltd. y Alpha Chemika.

El maiz y Aspergillus terreus son las principales materias primas utilizadas en la
fabricacion de acido itaconico. La demanda de producir acido itaconico a través de la
ruta microbiolégica ha cobrado impulso durante la Ultima década. Compafiias como
Cargill, Inc., Grain Millers, Inc., Syngenta y MyBioSource, Inc. son los principales
proveedores de materias primas para su fabricacion. [36]

La demanda de este &cido es alta para la fabricacion de polimeros super
absorbentes (SAP). El acido itacénico se utiliza como un agente de reticulacion
debido a su capacidad de tomar parte de manera eficiente en la polimerizacién por

adicion.

Los SAP se utilizan en pafales para la incontinencia de adultos, y productos de
higiene femenina. También tienen gran aplicacion en el recubrimiento de semillas,
inmersion de raiz, jardines ornamentales, el envasado de alimentos, y en la nieve
artificial. Por otra parte, se espera que el aumento de la demanda de resinas de
poliéster insaturado (UPR) en tubos, piedras artificiales, armarios eléctricos, y resinas

de laminacion incrementara la demanda de acido itaconico.

El alto precio de acido itaconico es el principal factor que dificulta el crecimiento de

su respectivo mercado. Los precios del acido itaconico son actualmente mas altos
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gue sus homdlogos vy, por tanto, el potencial para la sustitucion es poco significativo.
Sin embargo, el potencial de crecimiento esta previsto que aumente en el futuro
proximo debido al continuo desarrollo y la exploracion de las nuevas tecnologias de
produccion.

El latex sintético fue el segmento mas grande de aplicaciones en el mercado de
acido itaconico en términos de volumen, en 2014 [36] y se mantuvo mas del 55% de
cuota del mercado mundial. Se espera que este segmento sea testigo de la tasa de

crecimiento més rapida durante el segundo periodo de prondstico.

Para el segmento de detergentes se prevé que sea un mercado en crecimiento lento
entre 2015 y 2023. Polidcido itaconico (polimero del &cido itaconico) tiene el
potencial de reemplazar tripolifosfato de sodio en detergentes. Sin embargo, la fuerte
creacion de otros detergentes sin fosfatos impide el crecimiento de acido itacénico en

esta aplicacion.

En la figura IV.5 se puede observar la tendencia que se tiene prevista para el periodo

antes mencionado respecto al mercado del &cido itaconico a nivel mundial.

CAGR (2015 - 2023)
Volume: XX%
Revenue: XX%

Volume (Kilo Tons)
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Figura IV.5 Grafica de la tendencia que se espera del afio 2015 al 2023 para la produccion de acido
itaconico. [36]
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Como se mostro en la grafica de tendencia de la figura IV.5, si la situacion sigue el
curso que hasta ahora ha llevado, la demanda del producto aumentara
considerablemente pues se pretende sustituir gran parte de los polimeros derivados
del petrdleo por compuestos de origen natural y de degradacién méas rapida como lo

son el poliacido itacénico y sus copolimeros.

Otros segmentos de aplicacion tales como aceites lubricantes, adhesivos, pinturas y
recubrimientos, productos farmaceéuticos, emulsionantes, herbicidas, productos
quimicos para impresion, y fibra acrilica se espera que crezcan a un ritmo moderado
en el periodo 2015-2023.

IVV.2 Ejemplo de costeo preliminar

Ademas del almidén de maiz licuado utilizado como sustrato en el proceso de
obtencion del acido itaconico, se puede usar el jugo de cafia de azUcar con el mismo
fin. A continuacién se presenta un ejemplo de costeo preliminar que contiene los
principales costos que se deben tomar en cuenta para la construccion y
mantenimiento de una planta de produccion de acido itaconico a partir de jugo de

cafa de azucar.

Se empieza por mencionar los costos de manufactura que se dividen en materia
prima, costos de operacion, mano de obra y costos de administracion que
corresponden al 62.22%, 35.19%, 1.72%, y 0.87% respectivamente del total de
costos.

De los costos totales de manufactura, las materias primas abarcan los siguientes
porcentajes: el jugo de cafia de azucar 11.27%, fosfato monopotasico 0.40%, nitrato
de amonio 0.18%, licor de maiz 0.16%, sulfato de magnesio 0.40%, carbon activado
0.02%, etanol 49.62% y agua 0.01%.

Los costos de operacidon, se pueden subdividir en variables y fijos. Los costos
variables abarcan el 12.24% del total de costos de manufactura y de éstos se tienen
los servicios con el 8.51%, de los cuales el vapor de agua se lleva el 3.65%, el agua

de enfriamiento el 0.40 %, la energia eléctrica el 2.02 %, el tratamiento de aguas el
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2.42% vy la activacion del carbon el 0.02%. Otros costos variables son los de

mantenimiento que abracan el 3.73% del total de costos de manufactura.

Se tienen también los siguientes porcentajes para los costos fijos: depreciacion
5.53%, el mercadeo 8.32% y otros 9.10%.

El mayor porcentaje de los costos totales de manufactura lo lleva la materia prima,
sobre todo el etanol, con el que se llevan a cabo las operaciones unitarias de

purificacion del producto final.

Todo lo anterior tomando en cuenta una produccién total anual de 4,788.5 ton/afio y
considerando el costo del producto en 3,616.3 USD/ton para el afio 2013 de acuerdo
con lo que nos muestra Carabali, D. [34] en su trabajo. Ademas se debe considerar

la depreciacion del peso frente al dolar en los ultimos afios.
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CONCLUSIONES

e El acido itaconico tiene una estructura quimica similar al acido acrilico lo que
le da la versatilidad para suplir este tipo de compuestos en aplicaciones
como: latex sintético, resinas de poliéster insaturadas, detergentes, polimeros
super absorbentes (SAP), biomedicina, recubrimientos, entre otras.

e Se obtiene de carbohidratos provenientes del almidon de maiz, del jugo de
cafia de azlUcar o de la cascara de camote, mediante un proceso de
fermentacion con el hongo Aspergillus terreus.

e Se obtiene del almidon de maiz licuado un rendimiento de 77.6 g/L, de
cascara de camote 100 g/L, de jugo de cafa de azucar se reporta un 60% y
por ultimo, a través de la biosintesis hasta 85 g/L.

e Se encontr6 que con ayuda de la ingenieria genética podria alcanzarse una
concentracion tedrica méaxima de aproximadamente 240 g/L.

e Existen diferentes técnicas de polimerizacidn tales como: en solucién acuosa,
con dioxano, a partir de anhidrido itaconico y por iniciacion redox. La
polimerizacién en solucion acuosa con un rendimiento del 16%, en dioxano
32%, a partir de anhidrido itacénico sélo se reporta un peso molecular
promedio de 12,810, por iniciacién redox se reporta un polimero de estructura
complicada.

e El mayor peso molecular promedio (Mn) reportado de 16,290 se obtuvo
mediante polimerizacion en solucién acuosa.

e La produccién comercial promedio es de 80 g/L, y su costo de produccion es
alrededor de 2 a 4 ddlares por Kg.

e El mercado mundial de &cido itaconico se evaltua en 126.4 millones de dolares
en 2014 y se espera que alcance 206 millones de délares en 2023, creciendo
a una tasa compuesta anual de 5.5% entre 2015 y 2023.

e La mayor cantidad de industrias que lo producen se encuentran en China y

Estados Unidos.
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e Los derivados importantes del acido itaconico son los poliésteres que tienen
una amplia aplicacion en el area biomédica, polimeros inteligentes,
elastdbmeros, recubrimientos, entre otros.

e En la actualidad es imprescindible continuar los estudios acerca de los
poliésteres derivados del acido itaconico asi como de otros derivados que
surjan de las investigaciones, debido a que el desarrollo tecnoldgico exige
materiales poliméricos con mejores propiedades para sus distintas
aplicaciones y la tendencia del mercado es hacia los compuestos renovables.

e Este trabajo se considera que sera punto de partida para investigaciones
sobre procesos de obtencién y transformacion sustentables del poliacido

itaconico y sus copolimeros, asi como de otros polimeros bio-basados.
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ANEXO
GLOSARIO DE TERMINOS

a-amilasa: enzima que cataliza la hidrélisis de los enlaces alfa-glucosidicos del almidén de
maiz para la obtencion de acido itacoénico.

AA: acido adipico.
Acetil-CoA: molécula intermediaria en la ruta de biosintesis del &cido itaconico.

acido cis-aconitico: este acido puede ser descarboxilado por la enzima CadA para formar
acido itacénico.

acido citraconico: derivado del acido itaconico.

acido maélico: subproducto del proceso de obtencion del &cido itaconico a través de la
fermentacion del jugo de cafia de azucar.

acido mesaconico: derivado del acido itacénico.

acido sebacico: materia prima que usaron Guo et al. junto con &cido itacénico para la
obtencion de poliésteres SMP.

aconitasa: o aconitato hidratasa, enzima que cataliza la isomerizacién estereoespecifica de
citrato a isocitrato a través de cis-aconitato en la biosintesis del acido itacénico (ciclo de
Krebs).

Al: &cido itaconico.
AIBN: azobisisobutironitrilo, llamado también 2,2’-azobis (2-metilpropionitrilo).

andlisis de la cadena de valor: herramienta gerencial para identificar fuentes de Ventaja
Competitiva.

anhidrido itaconico: ampliamente utilizado en los promotores de la cohesion del metal,
resina sintética, catalizadores de la esterificacion, agentes de la prevencion de la color-
pérdida, herbicidas, pesticidas, entre otros. Materia prima para la obtencion de poliacido
itaconico.

aparato de Dean Stark: se utiliza en combinacion con un condensador de reflujo y un
matraz colector para eliminar de manera continua el agua que se produce durante una
reaccion quimica que tiene lugar a la temperatura de reflujo.

Aspergillus flavipes: grupo biolégico al que pertenece Aspergillus terreus.

Aspergillus itaconicus: hongo capaz de producir acido itacénico descubierto por Kinoshita

2].

Aspergillus nidulans: de este se obtiene el gen PgpdA que es el promotor mas
frecuentemente utilizado para la modificacion genética de Aspergillus terreus.

Aspergillus niger: tipo de hongo que también se ha utilizado para la produccion de acido
itaconico.
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Aspergillus terreus: hongo ampliamente utilizado para la obtenciéon de acido itaconico a
través de la fermentacion de diferentes sustratos.

Aspergillus usamii: hongo productor de glucoamilasa que Kirimura et al. [21] fusionaron en
una cepa con A. terreus para la produccion de acido itacénico.

ATEG_09971: secuencia genética usada en A. terreus para la produccion de acido itaconico
en la ruta de biosintesis.

BADGE: éter diglicidico de bisfenol A.
BHT: butilhidroxitulueno.

bioerosionable: polimeros que a través de erosion mecanica por accion del agua o de
procesos de oxidacion se degradan facilmente.

biosintesis: Conjunto de reacciones quimicas que permiten a un ser vivo elaborar
sustancias organicas complejas, como las proteinas, grasas, etc., a partir de otras mas
sencillas.

cadA: denominacion que se le da al gen modificado de A. terreus que se utiliza en el
proceso de biosintesis para la obtencion de Al.

CadA: cis-aconitato descarboxilasa, forma acido itaconico a partir del cis-aconitato y libera
diéxido de carbono en la ruta de biosintesis.

CalLB: lipasa B de Candida antérctica.
Candida: género de hongos unicelulares también llamados levaduras.
CHaOgN:Py: composicion del micelio en el proceso de fermentacion para la obtencion de Al.

Chloroflexus aurantiacus: bacteria fotosintética aislada en fuentes hidrotermales, que
pertenece al grupo de las bacterias verdes no sulfurosas.

Cis-aconitato: acido carboxilico cuyo acido conjugado, el aconitato o cis-aconitato, es un
intermediario de isomerizacion del citrato a isocitrato durante el ciclo del acido citrico.

citramalato: sal del &cido citramalico.
citramanil-CoA: citramanil coenzima A que procesa la itaconil-CoA a piruvato.
citrato: sal del acido citrico.

citrato sintasa: enzima que existe en casi todas las células y cataliza la primera reaccién del
ciclo de Krebs.

CMC: carboximetilcelulosa, compuesto organico, derivado de la celulosa, compuesto por
grupos carboximetil, enlazados a algunos grupos hidroxilo.

compartimentalizacién: funcion de la membrana que define, limita la célula y mantiene las
diferencias entre el contenido citosolico y el exterior celular.
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Convolvulaceae: familia de la campanulas o gloria de la mafana, con unos 60 géneros y
més de 650 especies. Las hojas y el almidon de las raices tuberosas de unas determinadas
especies se utilizan como alimento (ejemplo patata dulce y la espinaca de agua).

Cte: corriente de proceso en el diagrama de la figura I1.5.
DBTL: dibutil estafio.

dibutil itaconato: éster derivado del acido itaconico.
dimetil itaconato: éster derivado del acido itaconico.

dioxano: éter ciclico con la férmula C4,HgO, con un esqueleto de 4 4&tomos de carbono y 2
atomos de oxigeno en posiciones opuestas dentro de un hexagono. En condiciones
normales se trata de un liquido volatil e incoloro.

DOE: departamento de energia de E.U.A.

DPPA: acido difenil fosforico.

enzima citosoélica: enzima que realiza su actividad enzimatica en el citosol celular.

enzima mitocondrial: enzima que realiza su actividad enzimética en la mitocondria celular.

estrés hidrodindmico: comunmente se hace referencia a este término para explicar
cambios negativos en los cultivos, por ejemplo, se compara el comportamiento de un cultivo
en un biorreactor aireado y agitado mecanicamente con su comportamiento en matraces
agitados con aireacion superficial.

expresion génica: proceso por medio del cual todos los microorganismos procariotas y
células eucariotas transforman la informacion codificada por los &cidos nucleicos en las
proteinas necesarias para su desarrollo, funcionamiento y reproduccién con otros
organismos.

expresion heteréloga: expresion génica de un gen que tienen diferente origen y funcion.

fitasas: asi han sido denominadas las enzimas que pueden hidrolizar o degradar
secuencialmente el complejo fitato.

fosfatasa: enzima del grupo de las esterasas que cataliza la eliminacion de grupos fosfatos de
algunos sustratos.

glioxilato: intermediario del ciclo del glioxilato, el cual permite a algunos organismos tales como
las bacterias, hongos, y plantas convertir acidos grasos en carbohidratos.

glucoamilasa: tipo de enzima que parte o desprende una molécula de glucosa libre de las
cadenas formadas a partir de azlcares complejos que forman el almidén o de un azlcar mas
simple como la maltosa.

gpd: promotor nativo de A. terreus que ha sido aplicado con éxito para su sobreexpresion.
HDO: 1,6 hexanodiol.

heterélogo: Dicese de todo aquello derivado o procedente de una especie distinta de la especie
de referencia, en este caso genes.
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HPSA: anhidrido hexahidroftalico.

Ipomea batatas: llamada cominmente batata (del taino), papa dulce, patata dulce, camote (del
nahuatl camohtli) o boniato, es una planta de la familia Convolvulaceae, cultivada en gran parte
del mundo por su raiz tuberosa comestible.

inductor: (genética) molécula efectora que activa la transcripcion.

isocitrato: metabolito del ciclo de Krebs que se genera después de la reacomodacion del
acido citrico (C6H80Q7), por accién de la enzima aconitasa.

isocitrato liasa: enzima que fragmenta el isocitrato en glioxilato y succinato en el ciclo del
glioxilato.

isosorbida: 1,4-dianhidrosorbitol, proveniente del sorbitol.
itaconato: derivado del &cido itaconico.

itaconil CoA hidratasa: se deriva del itaconato y se procesa posteriormente a través de
citramalil-CoA a piruvato y acetil-CoA, dentro del mecanismo de degradacion del Al.

lipasa: enzima que se usa en el organismo para disgregar las grasas de los alimentos de
manera que se puedan absorber.

malato: forma ionizada del acido mélico, interviene en la biosintesis del &cido itacénico.
Me-HQ: mequinol.

Me-PSQ: polisilsesquioxanos sustituidos con metacrilato.

MFS: Principal Superfamilia de transportadores facilitadores génicos.

micromatriz: chip de ADN (del inglés DNA microarray) es una superficie solida a la cual se
une una coleccion de fragmentos de ADN.

MJLO5: Cepa de A. terreus utilizada para la produccion del Al.
MMA: metacrilato de metilo.

Modelo de las cinco fuerzas de Porter: modelo estratégico elaborado por el ingeniero y
profesor Michael Porter de la Escuela de Negocios Harvard, en el afio 1979. Este modelo
establece un marco para analizar el nivel de competencia dentro de una industria, y poder
desarrollar una estrategia de negocio.

MSA: &cido p-toluensulfénico.

nativo: término de la genética referido a lo intacto, tal cual como se encuentra en el
organismo Vvivo.

NfaNH: bis —nonafluorobutanosulfonilimida.
NPG: neopentilglicol 6 2,2-dimetilpropano-1,3-diol.

NRRL 1960: cepa de A. terreus utilizada para la obtencién del &cido itacénico.
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oxalacetato: forma ionizada del acido oxalacético, importante metabolito intermediario en
multiples rutas metabdlicas, entre ellas la biosintesis de acidos grasos.

Pakhelia fusca: tipo de esponja con la que puede ser aislado el microorganismo A. terreus.
PBS: polibutileno succinato.

PDA: agar de dextrosa y papa, medio de cultivo para hongos y levaduras a partir de
muestras de alimentos, derivados de leche y productos cosméticos.

PDO: 1,3 propanodiol.

péptido sefial: esta constituido por unos 5 a 30 aminoacidos que estan colocados en un orden
particular y que son los primeros que aparecen cuando se estd sintetizando la cadena
polipeptidica. Decide sobre el destino, la ruta de transporte y la eficiencia de secrecién de una
proteina.

PgpdA: promotor mas frecuentemente utilizado para la modificacion genética de A. terreus.
PIA: poliacido itacénico.
PIAN: poli (anhidrido itacénico).

piruvato: anién del acido piravico. Es una pequefia molécula, de tan solo 3 carbonos, que es
el eje central del metabolismo celular de todos los seres vivos.

promotor: en genética un promotor es una regién de ADN que controla la iniciacion de la
transcripcion de una determinada porcion del ADN a ARN. Un promotor por lo tanto,
promueve la transcripcion de un gen.

propiedades sintonizables: propiedades que se pueden armonizar o ajustar, o hacer
coincidir unas propiedades con otras de un polimero a otro.

Pseudomonas putida: bacterias que tienen potencial de degradacion de compuestos
aromaticos y xenobiéticos, presenta la capacidad de formar biopeliculas y es manejable
desde el punto de vista genético.

PTSA: acido p-toluensulfénico.
PTZ: fenotiazina.
ROACP: policondensacién de adicion por apertura de anillo catalizada por lipasa.

Saccharomyces cerevisiae: hongo unicelular, un tipo de levadura utilizado industrialmente
en la fabricacion de pan, cerveza y vino.

SAP: polimeros super absorbentes.

SBR: caucho estireno-butadieno.
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SMP: polimeros con memoria de forma.

sobre expresa: término genético que se refiere a la sobreexpresion de proteinas en el
genoma de alguna especie.

sobre expresion: elaboracion de demasiadas copias de una proteina u otra sustancia.
SPP: céscara de camote, del inglés, Sweet Potato Peel.

TBAB: bromuro de tetrabutilamonio.

TCA: acido tricarboxilico.

TMP: trimetilopropano.

TMR: Transparency Market Research, proveedor de investigacion personalizada y servicios
de consultoria.

transcriptomico: método de andlisis de los perfiles de expresion de todos los genes
presentes en el genoma de una especie.

tripolifosfato de sodio: compuesto inorganico de férmula NasP3010 que se produce a gran
escala como un componente de muchos productos domésticos e industriales, especialmente
detergentes.

TTP: tetraisopropéxido de titanio.

U. maydis: (Ustilago maydis), hongo de la familia Ustilaginaceae conocido en México como
huitlacoche. Se trata de un parasito que crece entre los granos del maiz.

U. zeae: (Ustilago zeae), hongo de la familia Ustilaginaceae tizén del maiz es un hongo muy
pequefio que se cria en los maizales.

UPR: resinas de poliéster insaturado.

Vendée: o Vandea es un departamento francés situado al oeste del pais, en la region de
Paises del Loira.

vgb: gen de la hemoglobina, de la especie Vitreoscilla.

Vitreoscilla: género de las bacterias aerébicas Gram-negativas.
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