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IV Índice general

7. Estabilidad operacional de ionogeles a altas temperaturas 91

7.1. Introducción . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 91

7.2. Material y métodos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 91

7.3. Resultados y discusión . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92

7.3.1. Caracterización SEM-EDX de ionogeles después de varios ciclos 94

7.4. Conclusiones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98

8. Conclusiones generales y perspectivas futuras 99

Bibliograf́ıa 120
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camente mediante transesterificación de vinilésteres y alcoholes cata-
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rato de butilo en diferentes derivados y con la enzima libre a 30◦C. . . 74
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6.1. Śıntesis de butirato de butilo a partir de butirato de vinilo y 1-butanol

catalizada por CaLB. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80
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6.6. Imágenes del microscopio electrónico de barrido del ionogel con enzi-

ma diluida que incorpora glutaraldeh́ıdo (solución acuosa al 25 %) (a)

Enz-Ionogel-B-100 (100 µL) y (b) Enz-Ionogel-B-20G (20 µL)(×100)

(escala = 300 µm). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 88

7.1. Perfil de desactivación de Enz-Ionogel-100G y Enz-Ionogel-20G a 70◦C. 92
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Antonia Pérez de los Rı́os





A mi familia







2 T́ıtulo

como disolventes en la śıntesis de ésteres (figura 1.2). El enzima usado en este proceso

ha sido lipasa B de Candida antarctica (CaLB).

Se han realizado numerosos estudios sobre la enzima CaLB, como se podrá ve-

rificar en el caṕıtulo dedicado a los antecedentes y en la bibliograf́ıa aportada. Se

sabe que esta enzima presenta mayor estabilidad cuando el medio de reacción está

constituido por ĺıquidos iónicos inmiscibles con agua.

R C
OH

O

Ácido carbox́ılico

+ R′ OH

Alcohol

R C
O R′

O

Ester

+ H2O

Agua

Figura 1.2. Esquema de una reacción de transesterificación

Aśı mismo, los procesos de inmovilización de enzimas se han empleado para

estabilizar biocatalizadores y es el mejor recurso para conseguir reducir costes con

su uso continuado en ciclos posteriores.

1.2 T́ıtulo

Se propone como t́ıtulo de la tesis el siguiente: “Inmovilización en Ionogeles:

un nuevo método para mejorar la actividad y estabilidad enzimática de

Lipasa B de Candida antarctica”.

1.3 Resumen

Uno de los objetivos de la qúımica sostenible es la sustitución de los disolventes

orgánicos por sus efectos perjudiciales para el medio ambiente y la salud. Los ĺıquidos

iónicos se presentan como excelente alternativa de los disolventes orgánicos y en la

presente tesis se han empleado en la śıntesis de nuevos derivados enzimáticos de

lipasa B de Candida antarctica. Estos se obtienen por oclusión de la enzima en

un organogel de ĺıquido iónico ([omim+][PF
−
6 ]) y cloruro de polivinilo. La principal

ventaja de estos nuevos derivados enzimáticos es que presentan una mayor actividad

enzimática que la enzima libre, además de una mayor estabilidad frente a altas

temperaturas y mayor selectividad.
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Por otro lado, la inclusión de glutaraldeh́ıdo como agente de entrecruzamiento

mejoró las propiedades del ionogel, permitiendo que el derivado enzimático alcance

una actividad 5 veces mayor que la enzima libre y también permitiendo que se reuti-

lice a 70◦C. La nueva metodoloǵıa permite diseñar derivados enzimáticos cambiando

el ĺıquido iónico, proporcionando aśı un microambiente adecuado para la enzima. El

ĺıquido iónico puede actuar sobre sustratos para aumentar su concentración local,

al tiempo que reduce la actividad del agua en el entorno enzimático. Todo esto per-

mite mejorar la actividad y la selectividad de la enzima y desarrollar procesos más

sostenibles. La composición qúımica y la morfoloǵıa del ionogel también se estudia-

ron mediante microscoṕıa electrónica de barrido y espectroscoṕıa de rayos X por

dispersión de enerǵıa, encontrando que la porosidad, que estaba relacionada con la

composición qúımica, era un factor clave para la actividad enzimática.

1.4 Abstract

One of the goals of sustainable chemistry is the replacement of organic solvents

for their harmful effects on the environment and health. Ionic liquids are presented as

possible substitutes for organic solvents and in this thesis they have been used in the

synthesis of new enzymatic derivatives of lipase B of Candida antarctica. These are

obtained by occlusion of the enzyme in an organogel of ionic liquid ([omim+][PF
−
6 ])

and polyvinyl chloride. The main advantage of these new enzymatic derivatives is

that they present a higher enzymatic activity than the free enzyme, as well as greater

stability against temperature variations and greater selectivity.

On the other hand, the inclusion of glutaraldehyde as a crosslinker improved the

properties of the ionogel, allowing the enzyme derivative to achieve 5 times greater

activity than the free enzyme and also allowing it to be reused at 70◦C. The new

methodology allows designing enzyme derivatives by changing the ionic liquid, thus

providing a suitable microenvironment for the enzyme. The ionic liquid can act on

substrates to increase its local concentration, while reducing the activity of water in

the enzyme microenvironment. All this allows to improve the activity and selectivity

of the enzyme and to develop more ecological processes. The chemical composition

and morphology of the ionogel were also studied using scanning electron microscopy

Introducción
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and energy dispersive X-ray spectroscopy, finding that porosity, which was related

to the chemical composition, was a key factor for enzymatic activity.

1.5 Objetivos

La finalidad de esta tesis es la consecución de un derivado enzimático para

la śıntesis de productos demandados en procesos de Qúımica Fina de alto valor

añadido. Estos catalizadores biológicos funcionan bajo unas condiciones de reacción

que emplean sustancias no convencionales (ĺıquidos iónicos) como medios de reac-

ción/inmovilización y provocan una menor toxicidad que la śıntesis tradicional, ya

sea por la naturaleza del nuevo disolvente o porque la inmovilización permite su uso

continuado en ciclos posteriores.

Estos nuevos derivados se han desarrollado a partir de un soporte orgánico po-

limérico (PVC) en el que se han ocluido el enzima como catalizador y el ĺıquido

iónico como medio de reacción. Estos derivados —ionogeles— se presentan como

membranas (PILIMs) con un aspecto externo de plástico blanquecino que son tritu-

radas previamente a su uso en reactores biológicos de flujo discontinuo.

Con estos ionogeles se han realizado procesos enzimáticos donde la estabilidad,

actividad y selectividad del enzima ha resultado estimulada. Al mismo tiempo, los

ionogeles pueden separarse fácilmente del medio de reacción, de forma que pueden

ser reutilizados.

CH3 CH2 CH2 C
O

O

CHH2C

+

CH3 CH2 CH2 CH2OH

lipasa

CH3 CH2 CH2 C
O

O

CH2H2CH2CH3C

+

CH3 CHO

Figura 1.3. Reacción de transesterificación tomada como modelo.

Por último, las condiciones de reacción se han extremado en lo que a la tempe-

ratura se refiere (70◦C) y se ha reforzado la integridad de los ionogeles mediante la

adición de glutaraldeh́ıdo para que continuaran funcionales después de varios ciclos

de uso.
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Como reacción modelo para el uso de enzima CaLB, se ha empleado la transes-

terificación de butirato de vinilo con 1-butanol para producir butirato de butilo y

acetaldeh́ıdo (figura 1.3). También se ha usado [omim+][PF
−
6 ] como ĺıquido iónico

para formar el ionogel.

Introducción





2 Estructura de la tesis

Se propone la siguiente estructura para la tesis en la que se describe brevemente

el contenido de cada caṕıtulo:

1. Introducción. Se pone en contexto la investigación que se realiza, se justifica

y se concretan objetivos generales. Se pone de manifiesto la relevancia del

estudio y se comentan las limitaciones y suposiciones.

2. Estructura de la tesis.

3. Plan de trabajo.

4. Estado del arte. Se recogen los conocimientos generales y espećıficos de la

materia en base a la literatura creada por autores que han realizado aporta-

ciones significativas en el mismo campo cient́ıfico. Se trata de una extensión

detallada de la presentación inicial realizada en la introducción. Se tratarán

individualmente cada una de las disciplinas de las que se nutre esta tesis.

5. Desarrollo de un derivado para inmovilización enzimática (ionogel). En ĺıneas

generales se trata de, haciendo uso de la bibliograf́ıa consultada, encontrar y

poner en funcionamiento un soporte para inmovilizar conjuntamente enzima

y ĺıquido iónico.

6. Śıntesis enzimática de butirato de butilo mediante lipasa B empleando los

derivados inmovilizados basados en ĺıquidos iónicos. Desarrollo del proceso

qúımico seleccionado en reactores biológicos basados en los derivados diseñados

previamente.
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7. Inclusión de glutaraldeh́ıdo en ionogeles de CaLB. Se modifica la formulación

de los ionogeles para mejorar la actividad sintética y la estabilidad.

8. Estabilidad operacional de ionogeles después de varios ciclos de actividad. Se

analiza la estabilidad estructural de los derivados inmovilizados.

9. Conclusiones generales sobre el empleo de estas nuevas técnicas de oclusión

enzimática en el ámbito de la bioqúımica actual.

10. Perspectivas futuras.

11. Referencias bibliográficas.

Estructura de la tesis



3 Plan de trabajo

3.1 Plan de trabajo

En este caṕıtulo se presenta el plan de trabajo con una estimación del calendario

previsto (figura 3.1). Aśı pues, las diferentes etapas u objetivos parciales del trabajo

han sido las siguientes:

1. Revisión bibliográfica.

2. Śıntesis de derivados inmovilizados de la enzima lipasa B de Cándida antarctica

empleando el ĺıquido iónico [omim+][PF
−
6 ] en su formulación. En este punto

se comenzará a producir los ionogeles de PVC que ocluyen al ĺıquido iónico

y a la enzima y que serán utilizadas en las pruebas posteriores de actividad

y estabilidad. Se continuará fabricando ionogeles conforme se vayan haciendo

necesarias a lo largo del desarrollo de la tesis.

3. Desarrollo y optimización de un método de análisis mediante cromatograf́ıa de

gases para la cuantificación de las diferentes especies qúımicas que intervienen

en la reacción.

4. Estudio de la actividad sintética y estabilidad de CaLB para una reacción de

śıntesis de butirato de butilo. Se trata de realizar un seguimiento del proceso

de reacción mediante el seguimiento de la reacción tomando muestras en los

reactores a tiempos establecidos. De esta forma se obtienen los perfiles de reac-

ción que nos permitirán determinar la actividad y estabilidad del catalizador

enzimático.
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5. Estudio del grado de conversión alcanzado en la reacción de śıntesis de butirato

de butilo.

6. Estudio de la estabilidad del derivado a diferentes temperaturas. Se forzarán

condiciones de reacción en lo referente a la temperatura para comprobar la

estabilidad térmica del derivado enzimático.

7. Estudio del comportamiento del derivado inmovilizado en reactores disconti-

nuos tras sucesivos usos a diferentes temperaturas.

8. Caracterización de los ionogeles fabricados mediante microscoṕıa electrónica

de barrido y espectroscopia de rayos X de enerǵıa dispersiva (análisis SEM-

EDX).

9. Publicación de los resultados en revistas especializadas.

Todo ello ha ido acompañado del uso de las herramientas informáticas necesa-

rias: lenguaje de programación, cálculo matemático y estad́ıstico, hoja de cálculo y

editor de texto. Se ha tenido un especial cuidado en la elección del software emplea-

do, consiguiendo realizar la totalidad de la tesis mediante software libre. Aśı, por

ejemplo, se ha usado TexStudio como editor de textos cient́ıficos en entorno LATEX

para la redacción de esta memoria y RStudio para la gestión de bases de datos y

diseño de gráficos.

Plan de trabajo
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Figura 3.1. Plan de trabajo estimado para la realización de la tesis.

Plan de trabajo





4 Estado del arte

A continuación, se exponen los resultados más significativos de las investigaciones

que se han realizado en los últimos años sobre las materias de interés en esta memo-

ria. Algunas de las palabras clave en esta revisión son: enzimas, lipasas, biocatálisis,

ĺıquidos iónicos, inmovilización enzimática e ionogeles.

4.1 Biocatálisis enzimática

4.1.1 Enzimas

Las enzimas son protéınas con funciones biocataĺıticas en el interior de las células.

Aśı pues, son capaces de disminuir la enerǵıa de activación de las reacciones en las

que intervienen y por tanto, aumentan la velocidad de esos procesos biológicos,

algunas veces multiplicándola por cientos de miles de veces.

Las enzimas poseen una elevada especificidad debida a sus estructuras tridimen-

sionales. De esta forma, se tienen dos modelos para explicar su comportamiento tan

espećıfico: (i) modelo llave-cerradura y (ii) modelo de encaje inducido.

Es un hecho muy destacable que la selectividad de los enzimas es muy al-

ta, presentan enantio-selectividad, regio-selectividad, estéreo-selectividad y quimio-

selectividad.

Los enzimas forman un “complejo activado” junto a los sustratos. A través de

este estado de transición, se llega a los productos y se regenera de nuevo el enzima.

El contacto entre enzima y sustrato se produce en un lugar espećıfico del enzima

denominado “centro activo”.
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Al actuar en medios celulares, el medio habitual en el que los enzimas realizan

su trabajo es acuoso y las condiciones de pH, temperatura y presión no son muy

exigentes. Llamaremos condiciones “no convencionales“ a las que no coincidan con

las habituales en lo referente al medio y condiciones de reacción.

4.1.2 Lipasas

Las lipasas son las enzimas más empleadas en biocatálisis. De acuerdo a la cla-

sificación internacional de enzimas, también reciben el nombre de glicerol éster hi-

drolasas (E.C. 3.1.1.3) [1] ya que actúan sobre grupos carbox́ılicos de ésteres.

O

OO

O

O

O

Triacilglicerol

+ 3 H2O
lipasa

OH

OH

OH

Glicerol

+ 3 HO

O

Ácido graso

Figura 4.1. Lipasa produciendo la hidrólisis de un triacilglicerol.

Muchas de las lipasas empleadas en procesos industriales son de origen micro-

biano. Las más habituales proceden de bacterias tales como Pseudomonas aerugino-

sa, Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia, Clerodendrum viscosum, Baci-

llus subtilis y de hongos, como por ejemplo, Candida antarctica y Candida rugosa.

4.1.2.1 Estructura de lipasa B

El objeto principal de esta tesis es la enzima lipasa B de Candida antarctica.

La levadura Candida antarctica produce dos tipos de lipasa: A y B, a las que nos

referiremos como CaLA y CaLB [2].

CaLB cataliza reacciones tales como hidrólisis de ésteres, tioésteres, péptidos,

epóxidos y haluros de alquilo o ruptura de enlaces de carbono en hidroxinitrilos [3].

CaLB está formada por 317 aminoácidos y tiene un peso molecular de 33 kDa.

La estructura de CaLB fue establecida en 1994 [4, 5]. El sitio activo de CaLB

se muestra en la figura 4.2. En la protéına, también es caracteŕıstica la secuencia

Ser105-His224-Asp187, presente en todas las serina hidrolasas. Tal tŕıada cataĺıtica

existe en enzimas con diferentes plegamientos, incluidas tripsina y subtilisina [3]. El
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sitio activo de CaLB posee un hueco de oxianión que estabiliza el estado de transición

y el oxianión en el intermedio de reacción. Este agujero de oxianión es una disposición

espacial de tres donadores de enlaces de hidrógeno, uno de la cadena lateral de Thr40

y dos de la cadena posterior de las amidas de Thr40 y Gln106. El sitio activo también

contiene una pequeña cavidad llamada bolsa de estereoespecificidad [5], en la que los

alcoholes secundarios tienen que orientar un sustituyente durante la catálisis [6, 7].

Esto le da a CaLB una alta enantioselectividad hacia alcoholes secundarios quirales.

Figura 4.2. Centro activo de CaLB [5].

4.1.2.2 Mecanismo de catálisis de CaLB

La forma de actuación de CaLB se ajusta a un mecanismo ping-pong bi-bi. El

detalle del mencionado mecanismo queda ilustrado en la figura 4.3. Comienza el

proceso con la fijación del compuesto con el grupo funcional éster al sitio activo de

la enzima, generando un intermedio tetraédrico (arriba a la derecha), donde tiene

lugar una reorganización de enlaces que prosigue con la salida del primer producto

fuera del centro activo y al mismo tiempo, la formación de la acil-enzima (abajo a

la derecha). Liberado el sitio activo del producto que se acaba de originar, queda

disponible para la llegada del segundo sustrato. Cuando se logra la unión de este

último sustrato, queda establecido el segundo intermedio tetraédrico (abajo a la

izquierda) para que la reacción pueda avanzar mediante otra reestructuración hasta
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R C
OEt

O

éster

+ R′ OH

nucleófilo externo

CaLB

disolvente orgánico
R C

O R′

O

éster

+ EtOH

grupo saliente

Figura 4.5. Competencia entre el nucleófilo externo y el grupo saliente que conduce a la ralenti-

zación del proceso cataĺıtico.

Esta competencia entre el agente nucleófilo externo y el grupo saliente desem-

boca en la ralentización de la reacción global. Para vencer este problema, una de

las alternativas preferidas en biocatálisis es el empleo de dadores de acilo activados

(figura 4.6). Esta activación consiste simplemente en la elección de un segundo sus-

trato (que funciona como dador de acilos) tal que la evolución posterior del producto

final que forme sea espontánea y se retire del medio como tal. Al no formar parte

del proceso inverso, el equilibrio queda totalmente desplazado hacia la formación de

productos (considerando las reacciones como se muestran escritas en el texto).

O

O

acetato de vinilo

O

O

diceteno

O

O

O

anh́ıdrido del

ácido acético

O
O

O

anh́ıdrido del

ácido sucćınico

Figura 4.6. Algunos ejemplos de dadores de acilo activados.

Sin duda, los enol-ésteres son los dadores de acilo activados más frecuentemente

usados. El grupo saliente alcohol producido tautomeriza al correspondiente com-

puesto carbońılico, que ha perdido su carácter nucleófilo. De esta forma, deja de ser

sustrato en la reacción inversa y provoca el desplazando el equilibrio en el sentido de

los productos. Concretamente, si se trata de acetato de vinilo, el producto tautome-

riza a acetaldeh́ıdo, que es volátil y se retira aśı del medio de reacción. Este proceso

es irreversible de hecho (figura 4.7). Wong et al. fueron pioneros en el empleo de esta

técnica en transesterificaciones catalizadas por lipasas [10].

4.2 Medios no convencionales en biocatálisis

Incluso popularmente, se habla de las enzimas como protéınas que desempeñan

el papel de catalizadores de las reacciones qúımicas que se producen en el inte-
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R

O

O + R′OH
lipasa

disolvente orgánico

O

OR′ +

OH

O

H

Figura 4.7. Transesterificación irreversible de un éster vińılico activado.

rior celular de los seres vivos. El agua es el componente mayoritario de todos los

seres vivos, sin embargo, los enzimas no funcionan adecuadamente en agua pura.

Existen muchas otras especies qúımicas en el interior de una célula: carbohidratos,

ĺıpidos, sales inorgánicas ionizadas, etc. Consideraremos como medio convencional a

este medio acuoso habitual en la célula. Al referirse a otros medios distintos, serán

considerados como medios no convencionales [11].

Nos ha tocado vivir el despertar ecológico a escala mundial. Este acierto se ha

hecho notar en la industria qúımica como reflejo de la educación medio ambiental

que han recibido los profesionales en virtud de la época. Los procesos asistidos

por enzimas son menos contaminantes y más eficaces. Transcurren en condiciones

más suaves de temperatura y pH. En muchas ocasiones, con ventajas que resultan

abrumadoras sobre los procesos más antiguos, sobre todo, en qúımica fina.

Sin embargo, cuando se trata de procesos catalizados por enzimas en medios con-

vencionales, las dificultades se acentúan. Muchos sustratos orgánicos son insolubles

en agua o/y ocurren procesos colaterales no satisfactorios que pueden conducir a la

desactivación del enzima. Por otro lado, los productos obtenidos se han de purifi-

car y el agua es un hándicap (elevado punto de ebullición). Se sabe que una baja

actividad de agua, previene los problemas de desactivación y, por tanto, los medios

no convencionales tienden a estabilizar la protéına. Aśı por ejemplo, algunas lipasas

catalizan procesos en medios anhidros y además, son resistentes a altas tempera-

turas y aumentan su selectividad enormemente. De hecho, los disolventes orgánicos

constituyen los medios no convencionales a los que se ha vuelto la cara.

A pesar de todo lo mencionado, la función cataĺıtica de un enzima necesita un

contenido cŕıtico de agua para llevarse a cabo. El agua resulta indispensable para

mantener su estructura tridimensional responsable de su papel como catalizador
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biológico.

Por otro lado, no todos los disolventes orgánicos ejercen la misma influencia

sobre los enzimas. En general, la actividad enzimática decae conforme aumenta la

polaridad del disolvente orgánico usado. Con el propósito de escalar esta influencia

del disolvente sobre la actividad cataĺıtica del enzima, se ha definido el parámetro

siguiente: el logaritmo del coeficiente de partición en una mezcla bifásica estándar 1-

octanol/agua, logKow [12]. Sin embargo, ĺıquidos iónicos con valores de este paráme-

tro que los haćıan totalmente descartables como medio de reacción, han demostrado

de forma experimental que eran viables. De esa forma, el parámetro logKow no

parece ser fiable para establecer un criterio que permita establecer un orden de ade-

cuación de los ĺıquidos iónicos como medio de reacción. Finalmente, se recurre al

carácter hidrofóbico del ĺıquido iónico para establecer una regla práctica: a medida

que el ĺıquido iónico tiene mayor carácter hidrofóbico actúa mejor como disolvente

en reacciones de catálisis enzimática.

Aśı pues, como se ha ido narrando anteriormente, del medio convencional acuoso

se llegó al medio orgánico, que de la misma manera, no fue capaz de superar todos los

retos que iban apareciendo conforme el nivel de exigencia aumentaba. Los disolventes

orgánicos han demostrado ser inflamables, tóxicos y altamente volátiles. En esta

situación, los ĺıquidos iónicos surgen como importante alternativa en biocatálisis.

4.3 Ĺıquidos iónicos

Los ĺıquidos iónicos son sales orgánicas que permanecen como ĺıquidos a tempe-

ratura ambiente. En general, constan de un catión orgánico y un anión inorgánico

poliatómico. De entre los cationes orgánicos, destacan las sales de dialquilimidazo-

lio y tetraalquilamomio, y los aniones inorgánicos más frecuentes se encuentran el

tetrafluoroborato y hexafluorofosfato. Las principales caracteŕısticas de los ĺıquidos

iónicos resultan ser su presión de vapor cercana a cero y su excelente estabilidad

tanto qúımica como térmica. Estas propiedades hacen que se consideren más apro-

piados como disolventes que los orgánicos volátiles ya que resultan más respetuosos

con el medio ambiente.

A todo lo anterior, se le une que todas las propiedades fisicoqúımicas de los ĺıqui-
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N

CH3

⊕
N

(CH2)3 CH3

Figura 4.8. Cation 1-butil-3-metil pirimidinio.

dos iónicos, incluido su carácter hidrófobo, densidad, viscosidad, punto de fusión,

polaridad y miscibilidad del disolvente, pueden ajustarse con precisión seleccionando

combinaciones apropiadas de cationes y aniones. De esta forma, se puede diseñar

el ĺıquido iónico óptimo para cada reacción enzimática especifica. De hecho, esta

caracteŕıstica es un factor clave para realizar procesos biocataĺıticos con éxito, ya

que la elección adecuada de cationes y aniones podŕıa aumentar la solubilidad de los

sustratos, mejorar la selectividad de la enzima o mejorar la actividad y/o estabilidad

de la enzima [13].
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Figura 4.9. Hexafluorofosfato de 1-butil-3-metil imidazolio (a) y tetrafluoroborato de 1-etil-3-metil

imidazolio (b).

4.4 Enzimas usadas como catalizadores en ĺıqui-

dos iónicos

El uso de enzimas en medios prácticamente anhidros requiere un contenido mı́ni-

mo de agua que depende de la enzima y va desde unas pocas moléculas de agua es-

trechamente unidas por molécula de enzima a una capa de hidratación casi intacta.

La śıntesis de ésteres se realiza preferentemente en medios anhidros como disolventes

orgánicos o ĺıquidos iónicos para suprimir las reacciones secundarias hidroĺıticas no
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deseadas. Por esa razón, es necesario utilizar enzimas que toleren fácilmente tales

condiciones. Las lipasas, debido a su excelente tolerancia a los disolventes orgánicos,

son candidatas obvias para la biocatálisis en ĺıquidos iónicos.

Se ha demostrado que diferentes tipos de lipasas muestran actividad cataĺıtica en

ĺıquidos iónicos. El uso de la lipasa B de Candida antarctica (CaLB) en ĺıquidos ióni-

cos es particularmente interesante debido a la mayor estabilidad y especificidad de

reacción mostrada por este tipo de lipasas en disolventes orgánicos en comparación

con otras lipasas [14]. De hecho, en numerosos ejemplos de reacciones de esterifica-

ción catalizadas por CaLB en ĺıquidos iónicos se habló de un aumento de la actividad

sintética, enantio-selectividad y estabilidad del biocatalizador en estos medios. El

primer ejemplo de biośıntesis de éster catalizado por CaLB en medios ĺıquidos iónicos

([bmim+][PF−6 ] y [bmim+][BF−4 ]) fue realizado por el grupo de Sheldon [15]. Este

grupo de investigadores encontró velocidades de reacción comparables, o incluso,

mejores que las observadas en t-butanol, un medio de reacción orgánico convencio-

nal, utilizando un derivado inmovilizado de CaLB (Novozymr 435). El equipo de

Lozano [16] trabajó con éxito en la biośıntesis de éster en ĺıquidos iónicos basados

en dialquilimidazolio o cationes de amonio cuaternario asociados con perfluoratos o

aniones bis{(trifluorometil)sulfonil}amida. Todos los ĺıquidos iónicos ensayados de-

mostraron ser medios adecuados para la transesterificación catalizada por lipasa, la

actividad sintética se mejoró claramente con respecto a las obtenidas con disolventes

orgánicos. Otro ejemplo interesante del uso de CaLB en ĺıquidos iónicos fue realizado

por de los Ŕıos et al. [17]. Estudiaron la śıntesis de butirato de butilo por transes-

terificación a partir de butirato de vinilo y 1-butanol catalizado por CaLB en una

amplia gama de ĺıquidos iónicos basados en imidazolio. Estos autores encontraron

actividades enzimáticas más elevadas y selectividades en todos los ĺıquidos iónicos

inmiscibles con agua empleados ([bmim+][PF−6 ], [bdmim−+][PF−6 ], [hmim+][PF−6 ],

[omim+][PF
−
6 ], [emim+][NTf−2 ], [bmim+][NTf−2 ], [hmim+][NTf−2 ] y [omim+][NTf−2 ])

que las obtenidas con n-hexano como referencia de disolvente orgánico.

A pesar de que CaLB es la lipasa más utilizada en ĺıquidos iónicos, otras lipa-

sas como la de Pseudomonas cepacia (PcL) y Candida rugosa (CrL) se utilizan a

menudo como biocatalizadores para la śıntesis de ésteres en ĺıquido iónico [18–20].

Nara et al. [20] estudió la capacidad de PcL para catalizar la transesterificación de
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2-hidroximetil-1,4-benzodioxano utilizando acetato de vinilo como donante de acilo

en medios de reacción orgánicos o ĺıquidos iónicos. Se comprobó como la lipasa PcL

exhib́ıa inicialmente una alta eficiencia cataĺıtica con [bmim+][PF−6 ] en comparación

con el diclorometano. CrL también se utilizó con éxito en ĺıquidos iónicos según

lo publicado por Kim et al. [18]. Estos autores estudiaron las acilaciones selectivas

enzimáticas de carbohidratos con acetato de vinilo tanto en disolventes orgánicos

(THF y cloroformo) como en ĺıquidos iónicos ([bmim+][PF−6 ] y [moemim+][PF−6 ])

como medios de reacción. Observaron que las reacciones en ĺıquidos iónicos tuvieron

lugar de forma más rápida y selectiva y proporcionaron mayores rendimientos que

los de los disolventes orgánicos.

La aplicación de ĺıquidos iónicos en la biocatálisis con lipasa no se ha limitado por

completo a CaLB, PcL o CrL. Otras lipasas se han utilizado con ĺıquidos iónicos en

la śıntesis de ésteres, tales como la lipasa A de Candida antarctica (CaLA) [21,22],

lipasa de Thermomyces lanuginosus (TLL), lipasa de Rhizomucor miehei (RmL),

lipasa de Pseudomonas fluorescens (PfL) [23], lipasa del páncreas (PpPpL) [24] y

lipasa de Alcaligenes sp. (AsL) [22].

El comportamiento de otras esterasas también se ha investigado en ĺıquidos ióni-

cos, sin embargo, se ha demostrado que son mucho menos tolerantes a estos me-

dios anhidros que las lipasas. En este contexto, las esterasas de Bacillus stearother-

mophilus (BstE) y Bacillus subtilis (BsE) se utilizaron como medios de reacción

para la transesterificación de rac-1-feniletanol en [bmim+][BF−4 ], [bmim+][PF−6 ] y

[bmim+][NTf−2 ]. No se detectó ninguna actividad de transesterificación en estos ĺıqui-

dos iónicos cuando la esterasa liofilizada se utilizó como biocatalizador. Sin embargo,

un derivado inmovilizado de estas enzimas en celita mostró actividades comparables

en ĺıquidos iónicos y en disolventes orgánicos convencionales (n-hexano, MTBE y

acetato de vinilo) [25]. También se utilizó una esterasa de feruloilo de Aspergillus

niger (AnFaeA) para catalizar la esterificación del glicerol con ácido sinápico en

[OHemim+][PF−6 ] y [moeoemim+][PF−6 ]. Fue necesario un 15 % de contenido de agua

y 150 veces el exceso molar de glicerol sobre ácido sinápico para alcanzar alrededor

del 75 % de rendimiento de conversión [26].

La cutinasa de Fusarium solani pisii inmovilizada en zeolita NaY también mostró

actividad en [bmim+][BF−4 ], [bmim+][PF−6 ] y [omim+][PF
−
6 ] a un valor de actividad
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de agua de 0,7 según Garćıa et al. [27]. Encontraron que las actividades cataĺıticas

de cutinasa en la transesterificación de 2-fenil-1-propanol con butirato de vinilo en

[bmim+][PF−6 ] eran similares a las de n-hexano.

También se ha analizado la actividad cataĺıtica de proteasas como la quimotrip-

sina [28, 29] y Subtilisin Carlsberg [30] en ĺıquidos iónicos. Laszlo y Compton [31]

examinaron la reacción de transesterificación del éster et́ılico de N-acetil-fenilalanina

con 1-propanol catalizado por α-quimotripsina en ĺıquidos iónicos ([bmim+][PF−6 ] y

[omim+][PF
−
6 ]) y disolventes orgánicos (isooctano, acetonitrilo y n-hexano). Encon-

traron que las tasas de transesterificación utilizando α-quimotripsina en ĺıquidos

iónicos, a un 1 % de contenido de agua, eran comparables con las obtenidas en

disolventes orgánicos. La proteasa subtilisin en forma libre no mostró ninguna ac-

tividad significativa de transesterificación en ĺıquidos iónicos [32]. Sin embargo, el

subtilisin inmovilizado pudo catalizar la transesterificación del éster et́ılico N-acetil-

L-fenilalanina en [emim+][NTf−2 ], [bmim+][PF−6 ] y [bmim+][BF−4 ] [30, 32].

4.4.1 Efecto de la estructura del ĺıquido iónico en la

actividad y estabilidad de enzimas

Del análisis de la literatura se deriva que las enzimas siguen básicamente el

mismo mecanismo cataĺıtico en agua, disolventes orgánicos y ĺıquidos iónicos. Una

enzima en un ĺıquido iónico, como en un disolvente orgánico, funciona con una fase

microacuosa que rodea la molécula enzimática. Por lo tanto, un ĺıquido iónico puede

desempeñar el mismo papel que un disolvente orgánico [33–36] en relación con la

enzima: (i) desprender el agua esencial asociada con la enzima; (ii) penetrar en la

fase microacuosa para interactuar con la enzima cambiando la dinámica proteica, la

conformación proteica y/o el sitio activo de las enzimas; y (iii) interactuando con

sustratos y productos, ya sea reacciones directas con ellos o alterando su partición

entre las fases acuosas y no acuosas [37].

Entre los ĺıquidos iónicos utilizados para reacciones catalizadas por enzimas, se

muestra que los que contienen cationes de dialquilimidazolio son de los más intere-

santes. A pesar de esto, se sabe que algunos de estos ĺıquidos iónicos tienen un fuerte

impacto en la actividad y estabilidad de las lipasas [38–41]. De los Rı́os et al. [17] es-
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tudiaron el efecto de los ĺıquidos iónicos a base de dialquilimidazolio en la actividad,

selectividad y estabilidad de CaLB para la śıntesis de butirato de butilo por transes-

terificación de butirato de vinilo y 1-butanol. Estos autores probaron 19 diferentes

ĺıquidos iónicos inmiscibles en agua y miscibles en ella que consisten en cationes de

dialquilimidazolio combinados con una importante cantidad de aniones, incluyen-

do hexafluorofosfato, bis(trifluorometilsulfonil)imida, tetrafluoroborato, dicianami-

da, nitrato, acetato, octilsulfato y etilenglicol-monometiletersulfato como medio de

reacción con un contenido de agua del 2 % (v/v) y 30◦C. Espećıficamente, los ĺıquidos

iónicos inmiscibles en agua analizados fueron: (i) [bmim+][PF−6 ], (ii) [bdmim+][PF−6 ],

(iii) [hmim+][PF−6 ], (iv) [omim+][PF−6 ], (v) [emim+][NTf−2 ], (vi) [bmim+][NTf−2 ],

(vii) [hmim+][NTf−2 ] y (viii) [omim+][NTf−2 ] y los ĺıquidos iónicos miscibles fue-

ron: (i) [emim+][BF−4 ], (ii) [bmim+][BF−4 ], (iii) [bdmim+][BF−4 ], (iv) [hmim+][BF−4 ],

(v) [emim+][dca−], (vi) [bmim+][dca−], (vii) [omim+][dca−], (viii) [bmim+][NO−3 ],

(ix) [bmim+][CH3COO−], (x) [bmim+][OcSO−4 ], (xi) [bmim+][MDEGSO−4 ]. En to-

dos los ĺıquidos iónicos inmiscibles en el agua, la actividad enzimática fue mayor que

la obtenida en n-hexano. Por el contrario, en todos los ĺıquidos iónicos miscibles en

el agua ensayados la actividad enzimática era menor que la obtenida en n-hexano.

En cuanto a la composición de aniones de ĺıquidos iónicos inmiscibles en agua, de

los Ŕıos et al. [17] observaron que la actividad de CaLB era mayor en ĺıquidos iónicos

que conteńıan el anión [PF−6 ] que en [NTf−2 ], lo que se explicó debido a la mayor

tendencia del anión más nucleófilo ([NTf−2 ]) a cambiar la conformación de la enzima

interactuando con los sitios cargados positivamente en la estructura enzimática. Sin

embargo, contrariamente a lo que cabŕıa esperar de esta tendencia, la velocidad de

reacción en [bmim+][NTf−2 ] fue mayor que en[bmim+][PF−6 ]. Esto podŕıa deberse a

la alta viscosidad de [bmim+][PF−6 ] (207 cP) en comparación con [bmim+][NTf−2 ](52

cP), lo que implicaŕıa más limitaciones en la difusión. Varios otros autores tam-

bién han informado de que las lipasas son más activas en [bmim+][NTf−2 ] que en

[bmim+][PF−6 ] [24, 25]. En el caso de la mayoŕıa de los ĺıquidos iónicos miscibles en

agua [17], el efecto negativo observado sobre la actividad de la lipasa con bajo conte-

nido de agua puede explicarse por la interacción directa entre el anión y las moléculas

de la protéına, lo que conduciŕıa a la desnaturalización de las enzimas [20,42]. CaLB

permaneció inactiva en [bmim+][NO−3 ], lo que se atribuyó al alto carácter nucleófilo
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del anión [NO−3 ], que puede coordinarse muy fuertemente con sitios cargados po-

sitivamente en la estructura enzimática cambiando la conformación de la enzima

según observaron Van Rantwijk et al. [43] en la śıntesis de butirato de butilo a

partir de butanoato de etilo y 1-butanol catalizado por CaLB. Observaron una des-

activación de CaLB en [bmim+][NO−3 ], [bmim+][CH3CH2COO−] y [bmim+][dca−],

que son ĺıquidos iónicos miscibles con agua, atribuidos a la disolución de CaLB

en estos ĺıquidos iónicos. Por lo tanto, los ĺıquidos iónicos hidrófobos muestran ser

mejores medios para las biotransformaciones investigadas que los ĺıquidos iónicos

hidrófilos. Se observó un comportamiento similar para otras enzimas como la lipasa

de Pseudomonas sp. (PsL) [19, 20, 44, 45], CrL [41] y subtilisin [30]. Se ha observa-

do que, con pocas excepciones, la actividad enzimática [46–48] y la solubilidad en

ĺıquidos iónicos son mutuamente excluyentes [40]. Los ĺıquidos iónicos que disuel-

ven las enzimas podŕıan formar fuertes enlaces de hidrógeno que pueden disociar

los enlaces de hidrógeno que mantienen la integridad estructural de las α−lámi-

nas y β−hélices y, haciendo que la protéına se despliegue total o parcialmente [43].

También se han realizado estudios estructurales de enzimas en dos ĺıquidos ióni-

cos inmiscibles en agua bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-etil-3-metilimidizolio y

bis(trifluorometilsulfonil)imida de butiltrimetilammonio [49]. De estos estudios se

concluye que una solución acuosa de moléculas de enzimas libres añadidas a ĺıquidos

iónicos inmiscibles con agua podŕıa considerarse incluida en una matriz iónica pero

no disuelta en el medio, proporcionando un microambiente adecuado capaz de man-

tener la conformación activa de la protéına. Este hecho se asoció con la evolución

observada de las estructuras alfa y beta secundarias de la enzima, lo que resultó en

una conformación enzimática más compacta capaz de exhibir actividad cataĺıtica.

Por otro lado, los ĺıquidos iónicos fuertemente coordinados, como [bmim+][dca−]

son disolventes potencialmente útiles debido a su alta capacidad de disolvente [50–

52]. Por esta razón, se han desarrollado enzimas derivados compatibles con este

tipo de ĺıquidos iónicos. En este contexto, CaLB, absorbido y entrecruzado en un

soporte de polipropileno, mantuvo su actividad cataĺıtica en los ĺıquidos iónicos

[bmim+][NO−3 ] y [bmim+][dca−], que desactivan la enzima libre [50].

En cuanto a la composición catiónica de los ĺıquidos iónicos [17], se ha observa-

do que la actividad cataĺıtica aumenta conforme lo hace la longitud de la cadena
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alqúılica unida al catión, lo que implica un aumento del carácter hidrófobo del ĺıqui-

do iónico. El aumento de este carácter hidrófobo del medio podŕıa permitir que la

capa de agua esencial alrededor de la molécula de protéına se mantuviera intacta,

reduciendo aśı las interacciones directas protéına-iones [53]. Varios autores también

observaron un aumento de la actividad enzimática con la longitud de la cadena

alquilo del catión [11,21,54].

Las diferencias en la selectividad de las reacciones biosintéticas en los ĺıquidos

iónicos se han atribuido a sus capacidades espećıficas para hacer que disminuya la

actividad del agua (aw) en el entorno enzimático. Por lo tanto, un aumento del

carácter hidrófobo de los ĺıquidos iónicos generalmente implica un aumento de las

moléculas de agua libre, que pueden actuar como aceptores de sustancias nucleófilas

en la reacción de transesterificación, lo que conduce a una pérdida de selectividad

[17].

En los últimos años, se ha evidenciado que la estabilidad de las enzimas es, a

menudo, mejor en ĺıquidos iónicos que en medios orgánicos [49, 55]. Se han investi-

gado diferentes tipos de estabilidad enzimáticas en ĺıquidos iónicos: estabilidad de

almacenamiento y estabilidad operativa. La estabilidad de almacenamiento se ha

medido mediante incubación enzimática en un ĺıquido iónico a una temperatura de-

terminada, monitoreando la actividad residual en el mismo medio. Los valores de

estabilidad operativa de la enzima en ĺıquidos iónicos se entiende como actividad

enzimática a lo largo del tiempo en las condiciones de reacción.

La estabilidad de almacenamiento de CaLB en [bmim+][PF−6 ], [hmim+][PF−6 ],

[omim+][PF
−
6 ], [hmim+][NTf−2 ], [hmim+][BF−4 ] y [bmim+][dca−] fue estudiada por

de los Ŕıos et al. [17]. Encontraron que el efecto más importante en la estabilidad de

CaLB era la naturaleza de los aniones del ĺıquido iónico. Para los ĺıquidos iónicos que

contienen el catión [bmim+], los tiempos de vida media aumentaron en el siguien-

te orden: [bmim+][dca−] < [bmim+][PF−6 ], y para aquellos que contienen la catión

[hmim+] en el siguiente orden: [hmim+][BF−4 ] < [hmim+][NTf−2 ] < [hmim+][PF−6 ].

Este resultado se explicó por el hecho de que el anión más nucleófilo puede inter-

actuar más fuertemente con la enzima, causando cambios en la estructura activa

de la enzima . Kaar et al. [56] encontraron la misma tendencia con Novozymr 435,

que era más estable en [bmim+][PF−6 ] que en [bmim+][NO−3 ] y por Persson y Borns-
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cheuer [25] utilizando una esterasa de B. stearothermophilus, que mostró una mayor

estabilidad en [bmim+][PF−6 ] que en [bmim+][BF−4 ], siendo considerablemente mayor

en estos ĺıquidos iónicos que en disolventes orgánicos convencionales como n-hexano

y MTBE. También se encontró que la estabilidad de CaLB se incrementó con el

aumento del número de carbonos del sustituyente alqúılico del catión, lo que está

de acuerdo con el aumento del carácter hidrófobo de ĺıquidos iónicos. Estos resul-

tados están de acuerdo con aquellos obtenidos por Lozano et al. [57] que afirmaron

que esta enzima era muy sensible a la desactivación cuando el carácter hidrófobo

disminúıa.

También se ha analizado la estabilidad de almacenamiento de otras lipasas. Por

ejemplo, la estabilidad de almacenamiento de PsL en ĺıquidos iónicos hidrófobos du-

rante un peŕıodo de 20 d́ıas a temperatura ambiente, medida mediante la variación

de la actividad enzimática en la transesterificación de 3-fenilpropanoato de etilo con

diferentes alcoholes, dio lugar a un aumento del rendimiento en [bmim+][NTf−2 ] y

en [bmim+][PF−6 ], dependiendo del alcohol utilizado en la reacción de transesteri-

ficación. En estos ĺıquidos iónicos, también se midió la estabilidad operativa y se

encontró que la mezcla de PsL-IL pod́ıa reciclarse cinco veces sin ninguna disminu-

ción en la actividad de transesterificación [19].

En resumen, las enzimas en ĺıquidos iónicos podŕıan mantener su actividad du-

rante un peŕıodo mucho más largo que en los disolventes orgánicos moleculares. Esta

estabilización se ha explicado no sólo por la interacción de los iones ĺıquidos iónicos,

sino también por la mayor viscosidad de los ĺıquidos iónicos con respecto al disol-

vente orgánico convencional, lo que podŕıa causar una migración más lenta de los

dominios proteicos de la conformación activa hacia la inactiva [52].

4.4.2 Ésteres sintetizados en ĺıquidos iónicos

El grupo de Sheldon fue el primero en mostrar las ventajas del uso de ĺıquidos

iónicos en la śıntesis enzimática de ésteres [15]. Desde entonces, son muy numerosos

los estudios sobre biośıntesis de ésteres en ĺıquidos iónicos.

De los Ŕıos et al. [58,59] sintetizaron una amplia gama de ésteres orgánicos alifáti-

cos, comúnmente utilizados en las industrias de perfumeŕıa, aromas y farmacéutica,
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por transesterificación de ésteres de vinilo y alcoholes, procesos estos catalizados por

CaLB libre en diferentes ĺıquidos iónicos a base de 1,3-dialquilimidazolio. Analiza-

ron el efecto de la longitud de la cadena alquilica del dador de acilo y el alcohol,

estableciendo un óptimo (C6 para donante de acil y C4 para alcohol), disminuyen-

do la actividad con el aumento en la longitud de la cadena de alquilo. Los autores

atribuyeron el comportamiento enzimático a una modulación de sustrato princi-

palmente debida a la diferente afinidad de la lipasa hacia los diferentes sustratos,

impedimentos estéricos o desnaturalización por pequeñas moléculas de alcohol.

También se han sintetizado ester aromáticos en ĺıquidos iónicos. En este contex-

to, la acilación catalizada por lipasa de 2-hidroximetil-1,4-benzodioxano con acetato

de vinilo se llevó a cabo en dos ĺıquidos iónicos, [bmim+][PF−6 s] y [bmim+][BF−4 ] [20].

Encontraron una conversión mejor o comparable en estos medios no convencionales

que en los disolventes orgánicos convencionales. Otro ejemplo interesante de biośınte-

sis de ésteres aromáticos en ĺıquidos iónicos fue realizado por Vidya et al. [19]. Estos

autores llevaron a cabo la transesterificación de 3-fenilpropanoato de etilo con 11

alcoholes catalizados por PsL en [bmim+][PF−6 ], [bmim+][BF−4 ] y [bmim+][NTf−2 ]

como medios de reacción.

Los ĺıquidos iónicos son particularmente útiles como medios para transforma-

ciones enzimáticas de sustratos polares, como polisacáridos y nucleótidos, que son

dif́ıciles de disolver en disolventes orgánicos convencionales. Park et al. [45] llevaron a

cabo la acetilación de glucosa catalizada por CaLB en ĺıquidos iónicos, encontrando

que la reacción era más regioselectiva en estos medios que en disolventes orgánicos ya

que la glucosa era hasta cien veces más soluble en los ĺıquidos iónicos. Otro ejemplo

son las acilaciones selectivas de glucósidos monoprotegidos catalizadas por CrL tanto

en disolventes orgánicos (THF y cloroformo) como en ĺıquidos iónicos ([bmim+][PF−6 ]

y [moemim+][PF−6 ]) (figura 4.10) [18]. Se constató que estas reacciones se llevaban

a cabo de forma más rápida y selectiva y proporcionaban mayores rendimientos en

ĺıquidos iónicos que los de los disolventes orgánicos. También se investigó la śıntesis

selectiva catalizada por la lipasa de ésteres de ácidos grasos de glucosa en sistemas

bifásicos que consisten en un ĺıquido iónico ([bmim+][PF−6 ] o [bmim+][BF−4 ]) y t-

butanol como disolvente orgánico [60]. Después de una optimización exhaustiva de

varias condiciones de reacción, se podŕıan lograr conversiones de hasta 60 % utili-
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zando vinil ester de ácidos grasos como dador de acilo en [bmim+][PF−6 ] en presencia

de 40 % t-BuOH con CaLB a 60◦C.

Figura 4.10. Acilación de glucósidos catalizada por CrL [18].

Se han estudiado diferentes formas de mejorar la solubilidad de los polisacári-

dos en ĺıquidos iónicos. Recientemente, el uso de ultrasonidos se ha empleado para

aumentar la actividad enzimática en esterificaciones catalizadas por lipasa de glu-

cosa con laurato de vinilo o ácido láurico en los ĺıquidos iónicos [61]. Se encontró

que la irradiación por ultrasonido mejoró significativamente la actividad enzimática,

lo que se explicó por un aumento en la velocidad de disolución y la velocidad de

transferencia de materia, sin ninguna pérdida en la estabilidad de las enzimas.

Las reacciones con nucleótidos también se han llevado a cabo en ĺıquidos iónicos.

En este contexto, la transesterificación del N-acetil-L-fenilalanina etil ester con n-

propanol catalizado por subtilisin precipitado y lavado con n-propanol se llevó a

cabo con éxito en [bmim+][PF−6 ] y [bmim+][BF−4 ] (figura 4.11) [30].

Figura 4.11. Transesterificación de N-acetil-L-fenilalanina etil eter catalizada por subtilisina con

n-propanol [30].

La producción de biodiesel también se ha investigado en ĺıquidos iónicos a través

de la metanolisis de aceite de soja catalizada por lipasa inmovilizada de Candida

antarctica [54]. Para ello, se probaron 23 ĺıquidos iónicos, encontrando la producción

más alta de ésteres met́ılicos de ácidos grasos (FAMEs) después de 12 h a 50◦C con

[emim+][TfO]. Con este ĺıquido iónico, el rendimiento de producción fue 80 %, que
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fue ocho veces mayor en comparación con el sistema convencional libre de disolven-

tes y alrededor de 15 % mayor que el obtenido utilizando tert-butanol como aditivo.

Recientemente, hongos productores de lipasa inmovilizados en part́ıculas se han uti-

lizado con éxito para la biośıntesis del biodiesel por metanolisis del aceite de soja en

[emim+][BF−4 ] y [bmim+][BF−4 ]. En estos sistemas, los ĺıquidos iónicos funcionaŕıan

como un reservorio de metanol para suprimir la desactivación de la enzima [62].

Figura 4.12. Śıntesis de poliester catalizada por lipasa de PS-C usando octano-1,8-dicarboxilato

de dietilo y 1,4-butanodiol con [bmim+][PF−
6 ] [63].

También resultan muy destacables las conclusiones obtenidas en el empleo de

ĺıquidos iónicos como medios de reacción en la śıntesis de poliésteres catalizada por

lipasa, reemplazando a la polimerización qúımica tradicional a temperaturas mayo-

res de 200◦C. Nara et al. [63] notificaron la śıntesis de poliésteres alifáticos catalizada

por lipasa en [bmim+][PF−6 ] (figura 4.12). Encontraron que PsL-C exhibió una al-

ta actividad cataĺıtica en la policondensación de octan-1,8-dicarboxilato de dietilo y

1,4-butanodiol a temperatura ambiente y a 60◦C. También se ha estudiado la polime-

rización de cinco lactonas catalizadas por CaLB en ĺıquidos iónicos (figura 4.13) [64].

Estas reacciones arrojaron polihidroxialcanoatos de pesos moleculares moderados

de hasta 13.000 Mn. En el ĺıquido iónico [bmim+][NTf−2 ] y con una baja relación

de peso de enzima a lactona (1:100) se obtuvieron poĺımeros de β−propiolactona,

δ−valerolactona, y ε−caprolactona con grados de polimerización de hasta 170, 25 y

85, respectivamente; oligómeros de β−butirolactona y γ−butirolactona con grados

de polimerización de 5; y un copoĺımero de β−propiolactona y β−butirolactona con

un grado de polimerización de 180.
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Figura 4.13. Reacciones de polimerización llevadas a cabo en [bmim+][NTf−2 ] [64].

La resolución cinética de racematos constituye una ruta importante para fabricar

compuestos ópticamente puros. En este contexto, Itoh et al. [22] realizó la acilación

enantioselectiva de alcoholes aĺılicos catalizada por lipasa. Encontraron que la velo-

cidad de acilación depend́ıa en gran medida del contra-anión de la sal de imidazolio,

mientras que la acilación catalizada por lipasa suced́ıa con alta enantioselectividad

en todos los ĺıquidos iónicos probados. Se obtuvieron buenos resultados cuando la

reacción se llevó a cabo en [bmim+][PF−6 ] o [bmim+][BF−4 ]. También demostraron

en primer lugar que era posible utilizar repetidamente la enzima en el sistema de

disolvente ĺıquido iónico. Otros ejemplos de resolución cinética de alcohol aĺılico

catalizado por lipasas en ĺıquidos iónicos fueron realizados por estos mismos auto-

res [65,66]. Llevaron a cabo la transesterificación de 5-fenil-1-penten-3-ol bajo presión

reducida a 27 hPa a 40◦C utilizando el metilfeniltioacetato como donante de acilo en

[bmim+][PF−6 ] y [bimim+][BF−4 ], obteniendo el compuesto acilado correspondiente
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en forma óptica pura [65]. La acetilación del mandelato de metilo catalizada por PsL

inmovilizada en [bdmim+][BF−4 ] es otro ejemplo notificado por estos autores sobre

la aplicación exitosa de ĺıquidos iónicos en resoluciones racémicas [66]. Otras inves-

tigaciones sobre la resolución cinética de rac-2-pentanol, un sec-alcohol, catalizado

por CaLB libre usando propionato de vinilo, se llevó a cabo de forma satisfactoria

en [bmim+][NTf−2 ] al 2 % (v/v) de contenido de agua [67]. La actividad sintética de

la lipasa en [bmim+][NTf−2 ] fue hasta 2,5 veces mayor que en n-hexano, y mostró

alta enantioselectividad (ee >99,99 %).

Diferentes grupos han estudiado la resolución cinética de rac-1-feniletanol por

transesterificación con acetato de vinilo utilizando lipasas en ĺıquidos iónicos como

los medios de reacción (figura 4.14) [24, 25, 45]. Schofer et al. [24] ensayaron la ac-

tividad cataĺıtica de la enzima en diez ĺıquidos iónicos diferentes y compararon los

resultados con la reacción realizada en MTBE como disolvente. Las lipasas mostra-

ron una buena actividad y, en algunos casos, mejoraron la enantioselectividad en

estos nuevos medios de reacción. Por ejemplo, el exceso enantiomérico con PsL y

AsL en [bmim+][NTf−2 ] era 98 y 15, respectivamente, mientras que este parámetro

para estas enzimas en MTBE fue 84 y 0, respectivamente.

Figura 4.14. Esquema de reacción de la resolución cinética del racemato de 1-feniletanol [24,25,45].

Se han desarrollado diferentes enfoques para mejorar la actividad de las lipasas

en la resolución cinética de 1-feniletanol en ĺıquidos iónicos. Por ejemplo, Park et

al. [45] introdujeron el lavado con carbonato sódico acuoso en la preparación de

ĺıquidos iónicos. La acetilación de 1-feniletanol catalizado por lipasa de PcL en estos

ĺıquidos iónicos fue tan rápida y tan enantioselectiva como en disolventes orgáni-

cos no polares como el tolueno. Otros autores utilizaron derivados inmovilizados de

lipasas para mejorar la estabilidad en ĺıquidos iónicos. En este contexto, la transes-
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terificación de 1-feniletanol catalizado por esterasas de Bacillus subtilis y Bacillus

stearothermophilus inmovilizadas en celita también se llevaron a cabo con éxito en

[bmim+][NTf−2 ], [bmim+][PF−6 ] y [bmim+][BF−4 ] [25]. La resolución cinética tam-

bién se realizó con dos lipasas, CaLB y PsL, en estos ĺıquidos iónicos [25]. Habu-

lin et al. [68] también investigaron esta resolución cinética utilizando una prepa-

ración comercial inmovilizada de CaLB (Novozymr 435). Encontraron que usando

Novozymr 435 como biocatalizador en [bmim+][PF−6 ] a 313,15 K, la mayor con-

versión posible (50 %) se alcanzó con exceso enantiomérico para sustrato superior

al 99 %. El grupo de Sheldon [50] encontró que CaLB, adsorbido y entrecruzan-

do en un soporte de polipropileno, manteńıa su actividad de transesterificación en

los ĺıquidos iónicos [bmim+][NO−3 ] y [bmim+][dca−], que desactivan la enzima libre.

Este último biocatalizador mediaba la acilación de 1-feniletanol y 1-feniletilamina

con alta enantioselectividad, en disolventes orgánicos convencionales, aśı como en

[bmim+][NO−3 ].

El primer ejemplo del uso de un sistema de dos enzimas en ĺıquidos iónicos

fue reportado por Kaftzik et al. [69], que investigó la desracemización del ácido

(±)-mandélico usando un sistema de dos enzimas racemato de mandelato-lipasa (fi-

gura 4.15). Llevaron a cabo una combinación de la racemización de ácido (R)-mandéli-

co catalizada por racemato de mandelato y la resolución cinética de ácido (S)-mandéli-

co catalizada por lipasa a ácido (S)-acetil mandélico en un sistema bifásico consti-

tuido por [omim+][PF
−
6 ] y agua en una relación 1:10, encontraron una actividad

de racemato medible y la formación de una cantidad también medible de ácido

(S)-acetilmandélico.

Figura 4.15. Desracemización de ácido mandélico mediante un sistema de dos enzimas.

Los ĺıquidos iónicos también han sido usados como medio en reacciones de esteri-
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ficación biocataĺıtica. En este contexto, Ulbert et al. [70] realizaron la esterificación

enantioselectiva de ácidos propanoicos sustituidos en posición dos con 1-butanol

catalizado por CrL en ĺıquidos iónicos (figura 4.16). Se demostró que la aplica-

ción de [bmim+][PF−6 ] y [omim+][PF
−
6 ] era beneficiosa no sólo para la actividad

enzimática, sino también para la enantioselectividad. En la esterificación del ácido

(R,S)-2-cloro-propanoico, una enantioselectividad mayor al 98 y 150 % pudo lograr-

se en [bmim+][PF−6 ] y [omim+][PF
−
6 ] que con el uso de n-hexano. Yuan et al. [41]

estudiaron la esterificación enantioselectiva de (±)-mentol con anh́ıdrido propiónico

utilizando CrL en ĺıquidos iónicos [bmim+][PF−6 ] y [bmim+][BF−4 ] y en disolventes

orgánicos con diferentes niveles de carácter hidrófobo. Se alcanzó una conversión y

enantioselectividad comparable en [bmim+][PF−6 ] y n-hexano en una reacción de 24

horas. El sistema de ĺıquido iónico mostraba la ventaja de usar menos ácido anhidro

para lograr una mayor conversión de (±)-mentol y una mejor enantioselectividad.

Además, CrL exhibió mayor estabilidad y enantioselectividad durante una incuba-

ción a largo plazo en ĺıquido iónico que en n-hexano. Otros ejemplos interesantes

fueron investigados por Contesini et al. [71], que probaron cuatro lipasas disponi-

bles comercialmente y dos lipasas nativas de Aspergillus niger AC-54 y Aspergillus

terreus AC-430 para la resolución de (R,S)-ibuprofeno por esterificación en siste-

mas que contienen los ĺıquidos iónicos [bmim+][PF−6 ] y [bmim+[BF−4 ]. Las lipasas

mostraron una mayor conversión en un sistema bifásico utilizando [bmim+][PF−6 ]

e isooctano en comparación con los del isooctano puro. Feher et al. [72] probaron

un derivado inmovilizado de CaLB (Novozymr 435) en la producción enzimática

de acetato de isoamilo a partir de sustratos de ácido acético y alcohol isoamı́lico,

utilizando como medio de reacción una mezcla bifásica de exceso de alcohol isoamı́li-

co y [bmim+][PF−6 ]. En condiciones óptimas se alcanzaron unos rendimientos y una

velocidad de reacción inicial excelentes. La esterificación enzimática del glicerol con

ácido sinápico catalizada por una feruloil esterasa (AnFaeA), libre e inmovilizada

como agregados de enzima entrecruzada, fue el primer ejemplo de uso de esta este-

rasa en ĺıquidos iónicos [26]. Se utilizaron dos ĺıquidos iónicos que contienen aniones

hexafluorofosfato como medio de reacción: [OHemim+][PF−6 ] y [moeoemim][PF−6 o]).

Encontraron que AnFaeA era activa en su forma libre e inmovilizada, con este último

conservando una parte de su actividad sintética después de cinco ciclos consecutivos
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de reacción en peŕıodos de 24 h.

Figura 4.16. Esterificación enantioselectiva catalizada por lipasa de ácidos propanoicos sustituidos

en posición dos con 1-butanol [70].

En resumen, los ĺıquidos iónicos han demostrado ser una alternativa verde pro-

metedora a los disolventes orgánicos en muchas reacciones biocataĺıticas implicadas

en la producción de ésteres orgánicos.

4.4.3 Otros sistemas de reacción utilizados para la biośıntesis

de ésteres en ĺıquidos iónicos

Hasta ahora sólo hemos discutido el uso de ĺıquidos iónicos como medio de reac-

ción. En la bibliograf́ıa, se pueden encontrar otros sistemas de reacción donde los

ĺıquidos iónicos participan en la śıntesis biocataĺıtica de esteres.

4.4.3.1 Sistemas bifásicos ĺıquido iónico/CO2 supercŕıtico

Varios autores han demostrado la capacidad de las enzimas para la śıntesis de

ésteres catalizada en sistemas bifásicos ĺıquido iónico/CO2 supercŕıtico [57,73–77].

Estos sistemas se han aplicado a la śıntesis de ésteres de alquilo en procesos

discontinuos [73] y en procesos continuos [74,75] incluso en reactores de membrana

[76,77] utilizando CaLB como catalizador.

El éxito de estos sistemas bifásicos se basa en el hecho de que, mientras que el

CO2 supercŕıtico (scCO2) es altamente soluble en la fase ĺıquido iónico, el mismo

ĺıquido iónico muestra solubilidad no detectable en la fase scCO2. Por otra parte, el

scCO2 ha demostrado que tiene una capacidad excepcional para extraer una amplia

variedad de compuestos hidrófobos de ĺıquidos iónicos sin ninguna contaminación
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cruzada del extracto por los ĺıquidos iónicos [78]. Además, scCO2 muestra una alta

capacidad de difusión, lo que dio lugar a una disminución de la viscosidad de los

ĺıquidos iónicos, aumentando las velocidades de transferencia de materia [78].

De entre las capacidades más destacables de los sistemas bifásicos en biocatáli-

sis es la alta estabilidad operativa de la enzima, que contrasta con la desactiva-

ción generalmente rápida en scCO2 puro [79, 80]. El uso de scCO2 como medio de

reacción puede tener un efecto adverso sobre la actividad enzimática debido a la

modificación qúımica del grupo amino libre, los cambios en el pH local causados

por el CO2 o los cambios de conformación producidos durante los pasos de presu-

rización/despresurización, por lo que es necesario desarrollar nuevas estrategias de

estabilización enzimática [81,82]. De esta manera, se ha investigado sobre la eficien-

cia de los ĺıquidos iónicos para proteger las enzimas contra las condiciones extremas

provocados por scCO2 [74,83]. Otra ventaja importante que se ha notificado en estos

sistemas bifásicos es el aumento de la selectividad con respecto a scCO2 solo [77].

Este comportamiento se explica por el hecho de que se utilizaron ĺıquidos iónicos

inmiscibles con agua, que tienen una capacidad espećıfica para hacer disminuir la

actividad del agua en el microambiente que rodea a la enzima, y que por tanto,

reduce la formación de producto hidroĺıtico. Por el contrario, se ha publicado que

la actividad sintética de la lipasa inmovilizada en los sistemas bifásicos LI/scCO2 es

inferior a la de scCO2 solo. En estos sistemas, los sustratos deben ser transportados

desde la fase scCO2 hasta la fase ĺıquida iónica, donde se lleva a cabo la biotrans-

formación. Por lo tanto, la pérdida de actividad en estos sistemas se relacionó con

las limitaciones a la trasferencia de materia a través del medio ĺıquido iónico [77].

Se ha constatado el hecho de que la actividad enzimática en estos sistemas bifási-

cos LI/scCO2 depende del efecto de los medios ĺıquido iónico en la enzima y de

los fenómenos de transferencia de materia a través de la capa de ĺıquido iónico al-

rededor del biocatalizador [77]. En resumen, el éxito en el uso de estos sistemas

bifásicos ĺıquido iónico/CO2 supercŕıtico en la śıntesis enzimática de ésteres se basa

en el hecho de que los ĺıquidos iónicos proporcionan un microambiente adecuado

para la actividad cataĺıtica de la enzima, mientras que el uso de dióxido de carbono

supercŕıtico hace posible la fácil recuperación de productos sin ninguna contamina-

ción del extracto con ĺıquido iónico. Tal metodoloǵıa, que evita el uso de disolventes
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orgánicos volátiles, podŕıa ser considerada como una tecnoloǵıa limpia y sostenible

donde desarrollar procesos biocataĺıticos.

4.4.3.2 Membranas soportadas basadas en ĺıquido iónico

La biośıntesis de ésteres se puede llevar a cabo por transesterificación a partir de

ésteres de vinilo y alcoholes catalizada por enzimas en medios no convencionales (es

decir, n-hexano [84] y ĺıquido iónico [59]) con bajo contenido de agua. Por lo tan-

to, cuando la reacción bioqúımica alcanza el equilibrio, el medio de reacción podŕıa

consistir en una mezcla de un alcohol, un éster de vinilo, un ácido orgánico y un

éster de alquilo. La posibilidad de utilizar membranas ĺıquidas soportadas (SLM)

a base de ĺıquidos iónicos, membrana cuya poros se llenan con un ĺıquido iónico,

para la separación selectiva de estas mezclas de reacción ha sido ampliamente ana-

lizada [84–93]. El uso de estos nuevos disolventes como fase ĺıquida soportada por

membranas poliméricas da lugar a la estabilización de las membranas resultantes

respecto a las basadas en disolventes orgánicos [94–97]. Varios trabajos de investiga-

ción han demostrado el potencial de acoplar la enantioselectividad de las lipasas con

la selectividad de los ĺıquidos iónicos inmovilizados en membranas para el desarrollo

de nuevas metodoloǵıas para la producción de compuestos enantioméricos puros o

enriquecidos. Esta metodoloǵıa se ha aplicado a la separación selectiva de rac-2-

pentanol [98] y rac-1-feniletanol [84] por transesterificación con un éster de vinilo

catalizado por un CaLB inmovilizado comercial. En este sistema la esterificación

enantioselectiva tiene lugar en la fase de alimentación, y el isómero no reaccionado

del alcohol se difunde a través de la membrana a la fase de recepción. Por otro lado,

Miyako et al. [99] lograron la penetración selectiva de (S)-ibuprofeno a través de

la SILM por esterificación con etanol utilizando diferentes lipasas en las fases de

alimentación y recepción.

4.4.3.3 Uso de aditivos en el medio ĺıquido iónico

Hasta ahora, ha habido pocos trabajos que traten sobre el uso de aditivos en

ĺıquidos iónicos empleados en biośıntesis enzimática de ésteres. En este contexto,

Hernández-Fernández et al. [11] aplicaron diversos tratamientos a medios ĺıquidos
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iónicos como el equilibrio con soluciones acuosas de sales, NaHCO3 o Na2CO3, o

la adición de trietilamina. Para ello, se probaron como disolventes siete ĺıquidos

iónicos basados en el catión 1-alquil-3-metilimidazolio en combinación con aniones

hexafluorofosfato y bis(trifluorometil)sulfonilo. Todos los tratamientos mejoraron la

actividad sintética de la enzima, los mejores resultados se lograron con la adición

de trietilamina. La adición de una cantidad cataĺıtica de trietilamina a los ĺıquidos

iónicos dio lugar a un aumento significativo tanto en la actividad sintética como en

los valores de selectividad. Por ejemplo, la actividad sintética en [emim+][NTf−2 ] se

mejoró más de 12 veces y la selectividad aumentó del 86 % al 95 % cuando se utilizó

trietilamina. Estos tratamientos podŕıan ser enfoques fáciles de usar para mejorar

la eficiencia de las reacciones enzimáticas en ĺıquidos iónicos cuando la reacción no

se produce tan fácilmente.

4.4.3.4 La pureza del ĺıquido iónico en biocatálisis

Se pueden encontrar diferentes impurezas en ĺıquidos iónicos, tales como agua,

haluros, productos de descomposición (HF), sales orgánicas e inorgánicas no reaccio-

nadas [100]. La presencia de estas impurezas debe ser considerada por los usuarios,

ya que pueden influir en las propiedades del disolvente [101] y/o interferir con el

biocatalizador.

El agua es un contaminante común ya que incluso los ĺıquidos iónicos inmis-

cibles en el agua son higroscópicos y pueden absorber algo de agua [101]. Por lo

tanto, los ĺıquidos iónicos que se utilizarán en sistemas anhidros deben mantenerse

libres de agua mediante almacenamiento sobre un agente desecante fuerte, como el

pentaóxido de fósforo. Además, el agua en ĺıquidos iónicos que contienen grupos

hidrolizables, tales como aniones [BF−4 ] y [PF−6 ], puede causar hidrólisis parcial de

estos últimos aniones con formación de HF, lo que inhibe muchos tipos de enzi-

mas. En este contexto, Hernández-Fernández et al. [11] estudiaron una reacción de

transesterificación con ĺıquidos iónicos basados en [PF−6 ] no purificado, encontrando

que la reacción catalizada por lipasa en estos ĺıquidos iónicos era lenta o no ocurŕıa,

lo que fue explicado por la presencia de HF en el medio, detectado por análisis

19F-NMR. Los restos de este compuesto se eliminaron fácilmente en ĺıquido iónico

inmiscible con agua lavando primero con una solución acuosa de carbonato sódico
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y luego con agua mili-Q hasta que alcanzaron el pH del agua mili-Q. Mediante la

aplicación de este método, se logró un gran aumento en la actividad sintética de la

enzima libre sobre la que se obtuvo utilizando ĺıquidos iónicos comerciales ensayados

sin purificación adicional.

Pequeñas cantidades de ion cloruro causan la desactivación de enzimas [102].

Por este motivo, los ĺıquidos iónicos preparados a través de la v́ıa del cloruro deben

analizarse en busca de halogenuros, por ejemplo, mediante una prueba de cromato

de plata. Las resinas de intercambio podŕıan utilizarse para una mayor purificación

si se requiere una menor concentración de halogenuros.

Los compuestos orgánicos también podŕıan separarse por evaporación bajo pre-

sión reducida en un evaporador rotatorio debido a que los ĺıquidos iónicos no se

evaporan en estas condiciones.

Aunque podŕıa ser necesaria una mayor purificación de ĺıquidos iónicos comer-

ciales dependiendo de la aplicación especifica de estos disolventes, cada d́ıa los pro-

veedores proporcionan ĺıquidos iónicos más puros.

4.4.3.5 Los ĺıquidos iónicos como disolventes verdes

Durante los últimos 15 años, se ha mostrado un gran interés por la toxicidad

de los ĺıquidos iónicos [103–109]. Se han encontrado diferentes grados de toxicidad

para los ĺıquidos iónicos, en comparación con los productos qúımicos utilizados ac-

tualmente como disolvente en la industria qúımica, lo que podŕıa explicarse por la

enorme variedad de ĺıquidos iónicos. A partir de estos estudios de toxicidad, se ha

obtenido información estructural para un diseño racional de ĺıquidos iónicos más

seguros. Por ejemplo, la toxicidad del ĺıquido iónico a base de imidazolio se ha co-

rrelacionado directamente con la longitud del sustituyente de alquilo en el catión,

mientras que el anión tiene poco efecto sobre este parámetro [104,105].

Las evaluaciones de la exposición al medio ambiente por ĺıquidos iónicos en com-

paración con la de disolventes industriales tradicionales deben tener en cuenta no

sólo la toxicidad, sino también esta supuesta reducida exposición a ĺıquidos iónicos.

La reducida exposición a ĺıquidos iónicos no sólo se debe a la insignificante pre-

sión de vapor del ĺıquido iónico, sino también a la posible menor bioacumulación de

ĺıquidos iónicos. La bioacumulación, la capacidad de la penetración a través de las
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membranas y la acumulación en organismos, podŕıa medirse por el coeficiente de

partición octanol-agua. Cuanto mayor sea el coeficiente de partición octanol-agua

de un compuesto, más fácil puede cruzar a través de membranas orgánicas para

acumularse en tejidos hidrofóbicos, tales como el cerebro. Este parámetro se ha me-

dido para una amplia gama de ĺıquidos iónicos y es significativamente menor que el

de los disolventes orgánicos convencionales [110]. Otras ventajas importantes de los

ĺıquidos iónicos sobre los disolventes orgánicos convencionales son sus escasos niveles

de inflamabilidad y explosividad.

La insignificante presión de vapor de los ĺıquidos iónicos junto con su alta esta-

bilidad qúımica y térmica [111], permiten un reciclaje y reutilización [19]. Siendo de

esta forma, la reutilización de ĺıquidos iónicos podŕıa reducir el coste de los procesos

donde intervienen.

La naturaleza ajustable de los ĺıquidos iónicos y la relación estructura-toxicidad

permiten su diseño de forma que se reduzca su toxicidad. Sin embargo, se necesita

profundizar más en la evaluación de sus riesgos. Para ello, debe aplicarse un con-

junto más amplio de métodos de ensayo, incluidos estudios centrados en las v́ıas de

exposición, aśı como en la bioacumulación y los procesos de degradación.

4.5 Inmovilización de enzimas

La biotecnoloǵıa actual ha hecho posible, gracias a las técnicas de ADN recombi-

nante, la obtención de la mayoŕıa de los enzimas a un precio comercialmente acepta-

ble [112]. Sin embargo, al dar el paso a su aplicación industrial aparecen problemas

de falta de estabilidad operativa a largo plazo y la dif́ıcil recuperación y reutiliza-

ción de los enzimas. Frecuentemente, estos inconvenientes se pueden superar por la

inmovilización de el enzima [113]. Por tanto, podŕıa afirmase que hay varias razones

para inmovilizar un enzima. Entre ellas destaca un mejor manejo del enzima para

una separación fácil del producto, haciendo posible la recuperación y reutilización

eficiente de enzimas costosos. Por otro lado, también se consigue una mayor estabili-

dad, tanto en condiciones de almacenamiento como de funcionamiento, por ejemplo,

evitando la desnaturalización por calor o disolventes orgánicos.

Con el objetivo de aumentar los rendimientos en biotransformaciones, los últi-
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mos desarrollos de nuevas técnicas de inmovilización han sido el uso de soportes

novedosos, por ejemplo, poĺımeros inteligentes, nuevos métodos de atrapamiento y

el reciente desarrollo de agregados enzimáticos entrecruzados (FEI).

4.5.1 Tipos de inmovilización

Básicamente, se pueden distinguir tres métodos tradicionales de inmovilización

enzimática:

1. La unión a un soporte. Puede ser f́ısica (como interacciones hidrofóbicas y Van

der Waals), iónica o covalente. Sin embargo, la unión f́ısica es generalmente

demasiado débil para mantener la enzima fijada al soporte en condiciones

industriales de altas concentraciones de reactivos y productos y alta resistencia

iónica. La unión iónica es generalmente más fuerte y la covalente, la que más,

lo que tiene la ventaja de que la enzima no se puede lixiviar de la superficie.

Sin embargo, esto también tiene una desventaja: si la enzima se desactiva

irreversiblemente tanto la enzima como el soporte (a menudo costoso) se hacen

inutilizables. El soporte puede ser una resina sintética, un biopoĺımero o un

poĺımero inorgánico como śılice (mesoporosa) o una zeolita.

2. Atrapamiento mediante la inclusión de una enzima en un poĺımero orgánico.

Las fuerzas de unión f́ısicas son demasiado débiles, por lo que, a menudo, se

requiere un enlace covalente adicional. El atrapamiento requiere la śıntesis de

la red polimérica en presencia de la enzima.

3. Entrecruzamiento (cross-linking) de agregados o cristales enzimáticos, utili-

zando un reactivo bifuncional, para preparar macropart́ıculas sin soporte.

4.5.2 Inmovilización sobre soportes

Las propiedades de las preparaciones enzimáticas soportadas se rigen por las

propiedades tanto de la enzima como del soporte. La interacción entre los dos pro-

porciona una enzima inmovilizada con propiedades qúımicas, bioqúımicas, mecáni-

cas y cinéticas espećıficas. El soporte puede ser un poĺımero orgánico sintético, un

biopoĺımero o un sólido inorgánico.
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4.5.2.1 Poĺımeros orgánicos sintéticos

Las resinas acŕılicas son ampliamente utilizadas como soportes. Por ejemplo, la

lipasa B de Candida antarctica (CaLB) [2], está disponible comercialmente en forma

inmovilizada como Novozymr 435 que consiste en la enzima adsorbida en una resina

acŕılica macroporosa. Una desventaja de la inmovilización de esta manera es que,

debido a que no está unida covalentemente, la enzima puede ser lixiviada del soporte

en un medio acuoso.

4.5.2.2 Biopoĺımeros

Una variedad de biopoĺımeros, principalmente polisacáridos insolubles en agua

como celulosa o almidón y protéınas como gelatina y albúmina se han utilizado am-

pliamente como soportes para la inmovilización de enzimas. De hecho, la primera

aplicación industrial de una enzima inmovilizada en una biotransformación es el pro-

ceso Tanabe, para la producción de L-aminoácidos por resolución de acilaminoácidos

racémicos utilizando una aminoacilasa de Aspergillus oryzae. La enzima fue inmo-

vilizada por adsorción iónica en una celulosa modificada y el proceso se realizó en

continuo en un reactor de lecho fijo. Este método todav́ıa se utiliza ampliamente,

por ejemplo, en la inmovilización de una hidrolasa de Aspergillus niger [114]. El

biocatalizador inmovilizado conserva una actividad del 70 %, era activo a altas con-

centraciones de sustrato (306 g/L) y pod́ıa reciclarse 7 veces, pero presentaba una

enantioselectividad ligeramente menor en comparación con la enzima libre.

4.5.2.3 Hidrogeles

En medios no acuosos, los enzimas también se pueden inmovilizar en hidrogeles

o criogeles naturales o sintéticos. Sin embargo, las enzimas libres, debido a su menor

tamaño, pueden difundirse fuera de la matriz de gel y, en consecuencia, el tamaño

de la enzima debe aumentar, por ejemplo, por entrecruzamiento. Groger et al. [115]

lograron el entrecruzamiento de una (R)-oxinitrilasa utilizando una mezcla de glu-

taraldeh́ıdo y quitosano (también llamado chitosán, es un biopoĺımero de amino-

polisacáridos). La enzima entrecruzada fue posteriormente atrapada en un hidrogel

Lentikat PVA (hidrogel de alcohol polivińılico con forma de lente). El biocatalizador
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inmovilizado resultante teńıa un tamaño de part́ıcula bien definido de 3-5 mm y no

mostraba lixiviación en la hidrocianización enantioselectiva de benzaldeh́ıdo en un

sistema bifásico tampón/disolvente orgánico. Podŕıa reciclarse 20 veces sin pérdida

de rendimiento o enantioselectividad.

4.5.2.4 Soportes inorgánicos

Se puede utilizar una variedad de sólidos inorgánicos para la inmovilización de

enzimas, por ejemplo, alúmina, śılice, zeolitas y śılices mesoporosas como MCM-41

y SBA-15 [116,117]. Uno de los métodos más simples y baratos para inmovilizar una

enzima es en gránulos de śılice [2]. Se utiliza, por ejemplo, para formular enzimas

para polvos detergentes que liberan la enzima en el ĺıquido durante el proceso de

lavado. La tecnoloǵıa de granulación se utilizó para inmovilizar la lipasa de CaLB

en gránulos de śılice, absorbiendo primero la lipasa en polvo de śılice seguido de

aglomeración [40]. Debido a la composición de los granulados, están destinados a ser

utilizados sólo en medios orgánicos. En un medio acuoso la lipasa se desorbe y la

part́ıcula se desintegra lentamente. Sin embargo, los gránulos de śılice CaLB se pue-

den utilizar en una śıntesis directa de éster si el agua es eliminada por, por ejemplo,

mediante evaporación bajo vaćıo. La aplicación de los gránulos en reactores de lecho

fijo también minimiza el tiempo de contacto con altas concentraciones de agua. Los

gránulos de śılice de CaLB mostraron una actividad similar a Novozymr 435 en la

śıntesis directa del emoliente de la piel, miristato de isopropilo.

Con el fin de mantener su integridad en un ambiente acuoso, la enzima debe

estar unida covalentemente al soporte de śılice. Por ejemplo, la inmovilización de la

epóxido hidrolasa de Aspergillus niger por unión covalente a la śılice funcionalizada

dio lugar a una retención de la actividad del 90 %, que se retuvo durante un peŕıodo

de meses, en la hidrólisis enantioselectiva (E-85) del óxido p-nitroestireno [116].

Además, se observó una estabilidad mejorada hacia el 20 % con el uso de DMSO1

como disolvente y no se produjo lixiviación en una prueba de filtración.

Las śılices mesoporosas, conocidas a menudo como nanośılices, tienen varias ven-

tajas como soportes: tienen diámetros de poro uniformes (2-40 nm), áreas superfi-

1Dimetilsulfóxido, (CH3)2SO
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ciales muy altas (300-1500 m2/g) y grandes volúmenes (alrededor de 1 mL/g), y

además, son inertes y estables a temperaturas elevadas. La superficie se puede fun-

cionalizar fácilmente. Debido a los grandes tamaños de poro de estos materiales, se

pueden acomodar enzimas relativamente pequeñas en los mencionados poros.

Un nuevo tipo de inmovilización en soportes inorgánicos son los llamados mi-

crocristales recubiertos de protéınas (PCMCs) [118]. Los PCMCs se preparan mez-

clando una solución acuosa de la enzima con una solución concentrada de una sal

como el sulfato de potasio (también se puede utilizar un azúcar o un aminoácido).

La solución resultante se añade gota a gota con fuerte agitación a un disolvente

miscible en agua como el alcohol isoproṕılico, con lo cual se forman microcristales,

que contienen la enzima en la superficie. Una ventaja importante de la técnica es

que las moléculas enzimáticas se deshidratan por un mecanismo que deja la mayoŕıa

de las enzimas en una conformación activa y minimiza la desnaturalización. Los

PCMCs pueden separarse y almacenarse o utilizarse como suspensión en un disol-

vente orgánico. Obviamente en un medio acuoso se disuelven para liberar la enzima

libre. En una transesterificación de N-acetiltirosina etil éster con alcohol isoproṕılico,

PCMCs de Carlsberg subtilisin (EC 3.4.21.62) exhibieron una actividad tres órdenes

de magnitud superior a la del polvo liofilizado [119]. Del mismo modo, los PCMC

de lipasas mostraron una mejora sustancial de la tasa en la mayoŕıa de los casos, en

comparación con los polvos liofilizados correspondientes, en la resolución cinética de

1-feniletanol por transesterificación [119].

4.5.2.5 Poĺımeros inteligentes

Otro enfoque para la inmovilización de enzimas es a través de la fijación cova-

lente a poĺımeros sensibles al est́ımulo que sufren cambios drásticos de conformación

en respuesta a pequeños cambios en su entorno, por ejemplo, temperatura, pH y re-

sistencia iónica. El ejemplo más estudiado es el poĺımero poli-N-isopropilacrilamida

(poliNIPAM). Las soluciones acuosas de poliNIPAM exhiben una temperatura cŕıti-

ca de disolución (LCST) alrededor de 32◦C, por debajo de la cual el poĺımero se

disuelve fácilmente en agua mientras que, por encima de la LCST se vuelve insolu-

ble debido a la expulsión de moléculas de agua de la red polimérica. Por lo tanto,

la biotransformación se puede realizar en condiciones donde la enzima es soluble,
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minimizando aśı las limitaciones de difusión y la pérdida de actividad debido a los

cambios en la conformación de las protéınas en la superficie del soporte. Posterior-

mente, elevar la temperatura por encima de la LCST que lleva a la precipitación de

la enzima inmovilizada, facilitando aśı su recuperación y reutilización. Una ventaja

adicional del uso de estas enzimas inmovilizadas termo-sensibles es que se evitan las

condiciones de fuga porque cuando la temperatura de reacción supera la LCST el

catalizador precipita y la reacción se detiene.

Se utilizan generalmente dos métodos para preparar los conjugados enzima-

poliNIPAM: (i) introducción de grupos de vinilo polimerizables en la enzima seguidos

de copolimerización con NIPAM o (ii) reacción de grupos NH2 en la superficie de

la enzima con un copoĺımero de NIPAM que contiene grupos de ésteres reactivos

o el homopoĺımero que contiene una función éster N-succinimida como grupo final.

Por ejemplo, la penicilina G amidasa (PA) se inmovilizó por condensación con un

copoĺımero de NIPAM que contiene grupos activos éster [120]. El conjugado enzima-

poĺımero resultante presentaba una actividad hidroĺıtica cercana a la de la enzima

libre.

4.5.3 Inmovilización por atrapamiento

Los enzimas pueden ser inmovilizados mediante atrapamiento en matrices sol-gel

formadas por polimerización hidroĺıtica de alcóxidos metálicos. Avnir et al. fueron

los pioneros en el uso de la inmovilización en sol-geles de śılice por polimerización

de tetraetoxisilano en presencia de enzima. Es necesario destacar que la morfoloǵıa

de los sol-geles de śılice depende del método de secado [121].

Lipasas de Burkholderia cepacia y Candida antarctica fueron atrapadas en geles

de śılice, preparados a partir de mezclas de Si(OMe)4 y MeSi(OMe)3 y reforzadas

con fibras de cuarzo para mejorar sus propiedades mecánicas [122]. Los biocata-

lizadores resultantes mostraron actividades similares a la de Novozymr 435 en la

śıntesis de biodiesel por esterificación del aceite de semilla de girasol con acetato de

metilo en isooctano. Sin embargo, a altas concentraciones de sustrato, en ausencia

de disolvente, fueron menos eficaces que Novozymr 435, presumı́blemente debido a

limitaciones de difusión.
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4.5.4 Inmovilización por entrecruzamiento en ausencia de so-

porte

A principios de la década de 1960, los estudios de qúımica de protéınas de fa-

se sólida llevaron al descubrimiento de que el entrecruzamiento (cross-linking) de

enzimas disueltas a través de la reacción de grupos superficiales NH2 con agentes

qúımicos de entrecruzamiento, como el glutaraldeh́ıdo (CHO-(CH2)3-CHO), ofrećıa

enzimas entrecruzadas insolubles (CLEs) con retención de la actividad cataĺıtica.

Sin embargo, este método de producción de enzimas entrecruzadas (CLEs) teńıa

varios inconvenientes, como baja actividad, mala reproducibilidad, baja estabilidad

mecánica y dificultades para manipular las CLEs gelatinosas. La estabilidad mecáni-

ca y la facilidad de manejo podŕıan mejorarse mediante el entrecruzamiento de la

enzima en una matriz de gel o en un soporte, pero esto condujo a la pérdida de

actividad. En consecuencia, a finales de la década de 1960, el auge de las enzimas

unidas a soporte, se convirtió en la metodoloǵıa industrial más utilizada para la

inmovilización de enzimas durante las siguientes tres décadas.

4.5.4.1 Cristales de enzima entrecruzada CLECs

El entrecruzamiento de una enzima cristalina por glutaraldeh́ıdo fue descrita por

primera vez por Quiocho y Richards en 1964. Su objetivo principal era estabilizar los

cristales enzimáticos para estudios de difracción de rayos X, pero también mostraron

que la actividad cataĺıtica se manteńıa. El uso de cristales enzimáticos entrecruzados

(CLEC) como biocatalizadores industriales fue usado por primera vez por cient́ıfi-

cos de Vertex Pharmaceuticals a principios de la década de 1990 y posteriormente

comercializado por Altus Biologics. Los CLECs demostraron ser significativamen-

te más estables a la desnaturalización por calor, disolventes orgánicos y proteólisis

que la enzima soluble correspondiente o polvo liofilizado. Los CLECs son enzimas

inmovilizadas robustas y altamente activas de tamaño de part́ıcula controlable, que

vaŕıan de 1 a 100 mm. Su estabilidad operativa y facilidad de reciclaje, junto con

sus altas productividades catalizadoras y volumétricas, los hace ideales para bio-

transformaciones industriales. Como ejemplo, un CLEC de cloroperoxidasa (CPO)

de Caldariomyces fumago exhibió una mayor estabilidad térmica y tolerancia a los
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disolventes orgánicos que CPO libre [123].

4.5.4.2 Agregados de enzima entrecruzada CLEAs

Una desventaja inherente de los CLECs es la necesidad de cristalizar la enzima,

que a menudo es un procedimiento laborioso que requiere enzima de alta pureza.

Por otro lado, se sabe bien que la adición de sales, o disolventes orgánicos misci-

bles en agua o poĺımeros no iónicos, a soluciones acuosas de protéınas conduce a su

precipitación como agregados f́ısicos de moléculas de protéına, unidos por la unión

no covalente sin alteración de su estructura terciaria, es decir, sin desnaturalización.

Se dedujo que el posterior entrecruzamiento de estos agregados f́ısicos los haŕıa per-

manentemente insolubles manteniendo su superestructura previamente organizada

y, por lo tanto, su actividad cataĺıtica. De hecho, esto resultó ser el caso y condujo

al desarrollo de una nueva familia de enzimas inmovilizadas: agregados de enzimas

entrecruzadas (CLEA). Dado que la precipitación desde un medio acuoso, mediante

la adición de sulfato de amonio o polietilenglicol, se utiliza a menudo para purificar

enzimas, la metodoloǵıa CLEA combina esencialmente la purificación y la inmovili-

zación en una sola operación unitaria que no requiere una enzima altamente pura.

Podŕıa ser usadas, por ejemplo, para el aislamiento directo de una enzima, en un

forma purificada e inmovilizada adecuada para biotransformaciones.

Los primeros ejemplos de CLEAs se realizaron con penicilina G amidasa, una

enzima de importancia industrial utilizada en la śıntesis de antibióticos semisintéti-

cos de penicilina y cefalosporina. La enzima libre presenta una estabilidad térmica

limitada y una baja tolerancia a los disolventes orgánicos, lo que la convierte en

un candidato ideal para la estabilización por inmovilización. De hecho, los CLEAs

de penicilina G amidasa, preparadas por precipitación con, por ejemplo, sulfato de

amonio o tert-butanol, demostraron ser catalizadores eficaces para la śıntesis de

ampicilina [124].

Los CLEAs de CaLB también exhiben excelentes actividades en dióxido de car-

bono supercŕıtico y ĺıquidos iónicos [50]. Aśı, CLEA de CaLB mostraron una acti-

vidad superior a la de Novozymr 435 en la resolución cinética de 1-feniletanol y 1-

tetralol, por acilación con acetato de vinilo, en scCO2. En la resolución cinética de 1-

feniletanol y 1 feniletilamina en los ĺıquidos iónicos, [bmim+][NO−3 ] y [bmim+][N(CN)−2 ]
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se observaron los mejores resultados con CaLB absorbido y entrecruzado en un so-

porte de polipropileno (Accurel EP100). Por el contrario, CaLB libre o inmovilizada

como Novozymr 435 se disuelve en estos ĺıquidos iónicos con pérdida completa de

actividad.

Una propiedad importante de los CLEA desde el punto de vista de las apli-

caciones a gran escala es su tamaño de part́ıcula, que obviamente tiene un efecto

directo en las limitaciones de transferencia de masa y la capacidad de filtrado. Las

concentraciones de enzima y glutaraldeh́ıdo son, entre otros, factores importantes

para determinar el tamaño de las part́ıculas de los CLEAs, tal como se observó para

la lipasa de Candida rugosa [125]. Para ella, se encontró una actividad óptima con

part́ıculas de 40–50 nm.

El glutaraldeh́ıdo es generalmente el agente de entrecruzamiento más usado, ya

que es barato y está fácilmente disponible en cantidades comerciales. Sin embargo,

con algunas enzimas, por ejemplo, nitrilasas, a veces se observa una retención baja o

nula de la actividad utilizando glutaraldeh́ıdo como agente de entrecruzamiento. Una

posible causa de la desactivación es la reacción del glutaraldeh́ıdo con residuos de

aminoácidos que son cruciales para la actividad de la enzima. Esto es debido a la alta

reactividad y pequeño tamaño del glutaraldeh́ıdo, lo que le permite penetrar en el

interior de la protéına. Por lo tanto, la desactivación podŕıa evitarse mediante el uso

de polialdeh́ıdos voluminosos, obtenidos por oxidación con periodato de dextranos,

como agente de entrecruzamiento [126], seguido de la reducción de los restos de base

de Schiff con tetrahidruroborato de sodio para formar enlaces amina irreversibles.

La retención de actividad de estos CLEAs fue generalmente mucho mayor que la

observada con los CLEAs preparadas con glutaraldeh́ıdo.

4.6 Ionogeles

Actualmente existe una necesidad de inmovilizar ĺıquidos iónicos en dispositivos

sólidos, manteniendo sus propiedades intactas. Para ello, una posibilidad es impreg-

nar un soporte, utilizándose el ĺıquido iónico adsorbido en la peĺıcula. Esta idea se

está desarrollando en catálisis soportada por ĺıquidos iónicos (SILC), en la que los

catalizadores metálicos se inmovilizan dentro de peĺıculas de ĺıquido iónico sopor-
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tadas en perlas de śılice, lo que da como resultado un polvo que fluye libremente y

es particularmente adecuado para reactores continuos de lecho fijo [127, 128]. Otra

forma de inmovilización implica la formación de una red tridimensional a través

de la cual percola el ĺıquido iónico y es responsable del comportamiento sólido del

material resultante, llamado ionogel (o gel iónico). En realidad, si cualquier gel pue-

de considerarse como una fase sólida y otra ĺıquida que interaccionan entre śı, en

los ionogeles la presión de vapor insignificante y la estabilidad térmica de la fase

ĺıquida los hace materiales estables a lo largo del tiempo y permite usarlos hasta

temperaturas mucho más altas que la ambiental.

Los ionogeles pueden clasificarse en geles f́ısicos y qúımicos. En los geles f́ısi-

cos, la red interna tridimensional está entrecruzada a través de interacciones débiles

(reversibles) (por ejemplo, enlaces de hidrógeno, interacciones hidrofóbicas, uniones

cristalinas, etc.), mientras que en geles qúımicos el entrecruzado de la red resulta

de la unión covalente. Los geles f́ısicos se pueden obtener utilizando un gelificante

orgánico (especies moleculares de baja masa molecular o poĺımeros) o un sólido divi-

dido (por ejemplo, part́ıculas de śılice fumante, nanotubos de carbono) que coagulan

todo el conjunto. Sin embargo, los geles f́ısicos presentan a menudo una consistencia

en forma de pasta que limita su estabilidad mecánica. Otra posibilidad es crear ge-

les qúımicos, insertando el ĺıquido iónico en una red interconectada covalentemente.

T́ıpicamente, el entrecruzamiento qúımico de los poĺımeros mencionados anterior-

mente da como resultado matrices orgánicas muy resistentes mecánicamente.

Vale la pena subrayar que el carácter h́ıbrido de los ionogeles se basa en la

combinación de un ĺıquido iónico y una red sólida. Se espera que las propiedades de

los ionogeles deriven tanto de las de los ĺıquidos iónicos como de las del componente

que forma la red sólida. Como se mencionó anteriormente, este componente puede

ser orgánico (óxido de polietileno, celulosa, etc.), inorgánico (nanotubos de carbono,

śılice, etc.) u orgánico-inorgánico (silsesquioxano, etc.). Sin embargo, las propiedades

pueden verse afectadas por el ensamblaje a escala nanométrica. Este es el caso en

algunos ionogeles a base de poĺımeros orgánicos, en los que sólo se observa una

transición v́ıtrea a una temperatura inferior a la del poĺımero puro y superior a la

del ĺıquido iónico puro.
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4.6.1 Preparación de ionogeles

Las rutas sintéticas de ionogeles se dividen en tres categoŕıas dependiendo de

la naturaleza de la red de tipo sólido, que puede ser orgánica (utilizando gelifi-

cantes o poĺımeros de bajo peso molecular), inorgánicas (normalmente utilizando

nanopart́ıculas de óxido, nanotubos de carbono), o compuestos h́ıbridos orgánico-

inorgánico (normalmente poĺımeros reforzados con rellenos inorgánicos).

4.6.1.1 Ionogeles orgánicos

Uso de gelificantes de bajo peso molecular. Los gelificantes de bajo peso mo-

lecular (LMWGs) son moléculas orgánicas, que se añaden en pequeñas cantidades a

ĺıquidos a temperatura elevada y luego inducen la formación f́ısica del gel al enfriar-

se. En realidad, los LMWG son capaces de autoensamblarse en solución mediante

uniones intermoleculares tales como los enlaces de hidrógeno, interacciones π − π o

interacciones electrostáticas.

Geles de poĺımero. El uso de poĺımeros para inmovilizar los ĺıquidos iónicos

combinan la flexibilidad mecánica de un poĺımero y la conductividad caracteŕıstica

de los ĺıquidos iónicos. Estos materiales han sido ampliamente desarrollados, par-

ticularmente como materiales para dispositivos electroqúımicos. Muchos de estos

sistemas se obtienen simplemente mezclando el poĺımero y el ĺıquido iónico junto

con un disolvente que posteriormente es eliminado. Otra v́ıa es la polimerización

de monómeros en un ĺıquido iónico utilizado como disolvente, pero la pérdida de

miscibilidad por encima de un cierto grado de polimerización puede ser una limi-

tación [129]. En este tipo de ionogeles, la clave es la capacidad de mezcla entre el

ĺıquido iónico y el poĺımero [130].

4.6.1.2 Ionogeles inorgánicos

Geles ”Bucky“. En estos geles se emplean nanotubos de carbono (tubos ”bucky“,

CNT) que consisten en una lámina de grafeno enrollada con átomos de carbono con

hibridación sp2 y proporcionan buenas propiedades electrónicas y ópticas. Los CNT

poseen extraordinarias propiedades mecánicas, eléctricas y térmicas, sin embargo,
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uno de los principales inconvenientes es que son dif́ıciles de procesar. Un enfoque

para aumentar la solubilidad y la procesabilidad es absorber moléculas orgánicas en

sus superficies.

Ionogeles a base de śılice. Los ionogeles a base de śılice se pueden obtener ya sea

mediante la dispersión de nanopart́ıculas de śılice en los ĺıquidos iónicos o mediante

un procedimiento sol-gel.

4.6.1.3 Ionogeles h́ıbridos orgánicos-inorgánicos

La incorporación de nanopart́ıculas inorgánicas a ionogeles de poĺımeros se ha

usado ampliamente para mejorar propiedades mecánicas. En consecuencia, es una

forma de contrarrestar el efecto plastificante de las altas cargas de ĺıquido iónico,

preservando al mismo tiempo la flexibilidad y la docilidad de los materiales h́ıbridos

resultantes.

4.6.2 Aplicaciones de ionogeles

4.6.2.1 Membranas electroĺıticas.

Los ĺıquidos iónicos son de considerable interés para implementar dispositivos

electroqúımicos avanzados, espećıficamente dispositivos energéticos, cuyo desarrollo

apunta hacia la búsqueda de enerǵıas renovables y la lucha contra el calentamiento

global. Algunos de estos dispositivos son bateŕıas de litio, células de combustible

y células solares. De hecho, la sustitución de medios convencionales, disolventes

orgánicos en bateŕıas o agua en células de combustible de membrana de intercambio

de protones (PEMFC), por ĺıquidos iónicos no inflamables implica ventajas sobre

las temperaturas de seguridad y funcionamiento superiores a 100◦C.

4.6.2.2 Membranas de separación

Además de su uso como electrolitos, los ĺıquidos iónicos también son bien conoci-

dos por su capacidad para disolver una amplia gama de especies, desde compuestos

orgánicos hasta sales metálicas. En realidad, las propiedades espećıficas de los ĺıqui-

dos iónicos ampĺıan considerablemente la gama de aplicaciones de separación, desde
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separaciones de iones metálicos hasta cromatograf́ıa. El diseño de iones espećıficos

para una aplicación correcta y la combinación adecuada del anión y catión del ĺıquido

iónico permiten ajustar la capacidad de solvatación alta o selectiva y la no miscibi-

lidad en agua u otros disolventes. Sin embargo, el desaf́ıo de implementar ĺıquidos

iónicos en técnicas de separación es también desarrollar membranas soportadas ba-

sadas en ĺıquidos iónicos, ya sea inmovilizándolos dentro de membranas poliméricas

o en soportes inorgánicos porosos [131].

Se ha demostrado la estabilidad operativa de las membranas soportadas de

ĺıquidos iónicos basadas en poĺımeros hidrófilos [94]. La naturaleza de la mem-

brana polimérica soporte afecta fuertemente a las velocidades de transporte (es

decir, permeabilidad) y a la selectividad en la separación de los productos orgáni-

cos [91,132]. Las membranas poliméricas selectivas de iones que involucran ĺıquidos

iónicos (normalmente sales de fosfonio), se utilizaron con éxito en sensores poten-

ciométricos [133,134]. En esos casos, el carácter hidrófobo del poĺımero (normalmente

PMMA o PVC) podŕıa prevenir la extracción espontánea no espećıfica de iones de la

muestra acuosa, mientras que el ĺıquido iónico actúa como plastificante, mejorando

la solubilidad y la migración de los analitos.

En 2015 Hernández-Fernández et al. [135] estudiaron una nueva aplicación de

membranas de separación basadas en ĺıquidos iónicos. En este caso, se propońıa el uso

de membranas de inclusión poliméricas basadas en ĺıquidos iónicos (PILIMs) como

membranas de intercambio protónico en pilas de combustible microbiano (MFC). Los

ĺıquidos iónicos empleados fueron [omim+][PF
−
6 ] y cloruro de metiltrioctilamonio.

Se usó PVC como poĺımero. En esta investigación se comprobó que la PILIM con

el ĺıquido iónico (70 % m/m) basado en amonio llegaba a alcanzar una potencia

de 450 mW/m3 y una disminución de la demanda qúımica de ox́ıgeno del 80 %.

Además, un aumento de ĺıquido iónico inmovilizado en la membrana implicaba un

aumento en la potencia de la MFC, lo que significaba que el ĺıquido iónico juega

un importante papel en el transporte de protones a través de la membrana. De esta

forma, se abŕıa la posibilidad de estas PILIMs se incorporaran a MFC sustituyendo

a las convencionales y costosas membranas de intercambio protónico tales como

Nafionr y Ultrexr.

Más recientemente, se ha analizado el transporte de nutrientes tales como CaCl2
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Figura 4.17. Esquema general de operación de una MFC [135].

y Na2HPO4 a través de PILIMs basadas en cloruro de metiltrioctilamonio [136]. En

el caso de CaCl2, se observó una baja permeabilidad debido a su baja solubilidad

en el ĺıquido iónico. Sin embargo, Na2HPO4 fue más permeable y su permeabilidad

aumentaba al aumentar la cantidad de ĺıquido iónico presente en la membrana. Los

resultados son prometedores en el campo de separación y purificación de mezclas

salinas. El proceso se llevó a cabo en MFC de dos cámaras conteniendo algas en una

de las mencionadas cámaras.

4.6.2.3 Membranas cataĺıticas

En SILC, donde el ĺıquido iónico (que contiene el catalizador) se inmoviliza como

una peĺıcula delgada en soportes de gran superficie, ha sido ampliamente desarro-

llada para eludir los problemas de viscosidad y reciclaje [128,131]. En este caso, los

reactivos y productos se difunden a través del vaćıo residual que existen en los poros

que han sido recubiertos con la peĺıcula catalizadora ĺıquida.

Se demostró que los ionogeles a base de śılice proporcionan una alternativa a los

sistemas de nanorreactores [131]. La presencia de dos redes interpenetradas (śılice

y ĺıquido iónico) permite el libre transporte de reactivos y productos a través de la

fase ĺıquida, mientras que los diámetros de los poros son lo suficientemente pequeños

como para evitar la lixiviación de ĺıquido iónico [137].
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4.6.2.4 Liberación de fármacos

Una aplicación reciente de los ionogeles es la liberación de fármacos. Contraria-

mente a las aplicaciones anteriores, esta última se basa en ionogeles que son capaces

de perder gradualmente el ĺıquido iónico. En otras palabras, mientras que todas las

demás aplicaciones requieren la estabilidad completa de los ionogeles en las condi-

ciones de funcionamiento, la liberación de fármacos implica la entrega in situ de la

carga de ĺıquido iónico.

Un problema frecuente con muchos ingredientes farmacéuticos activos (API) es

su baja solubilidad. Como resultado, muchas ĺıneas de investigación se llevan a cabo

en la búsqueda de maneras de mejorar la solubilidad y disponibilidad de medicamen-

tos. Se ha demostrado que los ĺıquidos iónicos pueden disolver compuestos que son

insolubles o escasamente solubles en agua y disolvente orgánico, incluyendo celulosa

y compuestos que tienen actividad farmacéutica. Sin embargo, estos estudios estaban

limitados por la cuestión toxicológica de los ĺıquidos iónicos. Se han realizado algunos

esfuerzos para obtener ĺıquidos iónicos no tóxicos y biodegradables [138,139]. Algu-

nos componentes de los ĺıquidos iónicos tienen actividad biológica, como los cationes

de amonio que son bien conocidos como agentes antibacterianos. Recientemente, se

han creado nuevos ĺıquidos iónicos a partir de APIs, algunos de ellos combinando

APIs aniónicos y catiónicos con actividades biológicas que se complementan entre

śı. Estos nuevos fármacos-ĺıquidos iónicos presentan ventajas prometedoras sobre las

API sólidas habituales, que pueden sufrir conversión polimórfica, baja solubilidad y

baja biodisponibilidad asociada con la forma sólida.

De hecho, la disponibilidad de las APIs es un problema clave. La industria far-

macéutica está realizando un enorme esfuerzo para desarrollar sistemas de adminis-

tración de medicamentos en los que la liberación de la sustancia activa se controla

a demanda. Los portadores de fármacos que se consideran candidatos adecuados

incluyen poĺımeros solubles, micropart́ıculas hechas de poĺımeros naturales y sintéti-

cos insolubles o biodegradables, microcápsulas, células, lipoprotéınas, liposomas y

micelas. Las matrices de śılice muestran alta biocompatibilidad: biodegrabilidad y

resistencia al ataque microbiano y presentan una mayor resistencia mecánica, mayor

estabilidad térmica, en comparación con la mayoŕıa de los poĺımeros orgánicos. To-
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das estas caracteŕısticas hacen los soportes de śılice adecuados para la formulación

de sistemas de administración de medicamentos. Varios grupos de investigación han

publicado sobre el almacenamiento de medicamentos y las propiedades de adminis-

tración de śılice mesoporosa tales como MCM-41 y SBA-15 y de materiales de śılice

sol-gel [140]. El uso de ionogeles para aplicaciones biológicas es muy limitado hasta

la fecha. Lin fue el primero en informar sobre la śıntesis de materiales mesoporosos

que contienen ĺıquidos iónicos antibacterianos con largas cadenas alqúılicas y su uso

como dispositivo de liberación controlada [141]. Otros trabajos recientes informan de

la śıntesis de un nuevo fármaco que contiene ĺıquido iónico compuesto de un catión

imidazolio y anión ibuprofenato [142]. Se logró sintetizar ionogeles que conteńıan una

alta cantidad de ibuprofeno por un procedimiento simple sol-gel de un solo paso.

Estos ionogeles fueron fácilmente formados y no necesitan ningún proceso adicional

para lograr una forma farmacéutica final. La liberación de ibuprofeno parece llevarse

a cabo en las superficies internas y externas del ionogel y, por tanto, depende de la

naturaleza qúımica de la superficie.
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5 Śıntesis de butirato de butilo con

CaLB en ionogeles a 30◦C

5.1 Introducción

En las últimas décadas se ha demostrado que los ĺıquidos iónicos pueden ser

usados como medios de reacción y separación en biocatálisis con propiedades exce-

lentes. Aśı por ejemplo, en operaciones de separación, se han usado como sistemas

bifásicos ĺıquido-ĺıquido [143,144] y como fase ĺıquida en membranas ĺıquidas sopor-

tadas y en membranas de inclusión polimérica [145–147]. Como medio de reacción

en biocatálisis, los ĺıquidos iónicos se han usado bien directamente como disolven-

tes [50,148], bien adsorbidos [76] o bien enlazados covalentemente a part́ıculas [149].

En todos los casos, el objetivo era crear un microambiente adecuado para la enzima.

Las ventajas del uso de ĺıquidos iónicos sobre disolventes orgánicos como medios de

reacción en biocatálisis incluye una mejora de la actividad, la selectividad e incluso,

la estabilidad de la enzima [76]. Desde un punto de vista medio ambiental, la prin-

cipal ventaja de los ĺıquidos iónicos es su baja presión de vapor, evitando de esta

forma, su emisión a la atmósfera.

Por otra parte, en muchas aplicaciones industriales, las enzimas deben ser inmo-

vilizadas para incrementar su estabilidad en las condiciones de operación requeridas.

Por ello, es necesario desarrollar protocolos simples y de bajo coste para mejorar las

propiedades funcionales de las enzimas tales como la actividad, estabilidad y se-

lectividad. Entre los diferentes métodos para inmovilización, la encapsulación es de

particular interés debido a la simplicidad de la preparación y la disponibilidad de

la biomolécula. El proceso de encapsulación está basado en el atrapamiento de la
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CALB L. Se trata de una disolución acuosa de la enzima libre con pH de 4,5 y

que contiene 14,2 mg de protéına por mL de disolución. Este último dato se ha

determinado experimentalmente mediante el método de Lowry.

(a) CaLB (b) [omim+][PF
−

6 ]

Figura 5.2. Preparado enzimático comercial Lipozime CaLB L (a) y presentación del ĺıquido

iónico [omim+][PF
−

6 ] (b).

A partir de este preparado comercial se han realizado ionogeles con diferentes

dosis de enzima:

• Usando el preparado comercial directamente, que equivaldŕıa a una dosis de

16 µL/mg de derivado enzimático.

• Usando una disolución de la enzima comercial preparada con una disolución

tampón de fosfato 20 mM a pH 7. Se trata de una dilución 1:4 del preparado

enzimático comercial con una disolución tampón fosfato 20 mM a pH 7. En

este caso el derivado contiene una dosis de 4 µL/mg.

Para la preparación de 100 mL de la disolución tampón de fosfato 20 mM a pH 7

se han utilizado Na2HPO4.12H2O y NaH2PO4.H2O en las siguientes cantidades:

0,272 g y 0,171 g respectivamente. Los cálculos fueron realizados sobre la ecua-

ción de Henderson-Hasselbalch para el obtener el pH de una disolución reguladora,

utilizando como pKa el valor de 7,21 a 25◦C.

pH = pKa + log
[HPO−24 ]

[H2PO
−
4 ]
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5.2.2 Ĺıquido iónico

La nula presión de vapor de los ĺıquidos iónicos los ha convertido en los candi-

datos idóneos para sustituir a los disolventes orgánicos convencionales como medio

de reacción en procesos enzimáticos. Uno de los objetivos que pretende esta inves-

tigación es desarrollar derivados inmovilizados mediante técnicas de oclusión que

incorporen ĺıquidos iónicos. La idea se orienta a mejorar los valores de estabilidad y

actividad de los derivados enzimáticos en relación a la enzima libre, aśı como la de

permitir su reutilización y por lo tanto, reducir los costes de los procesos donde se

empleen.

El comportamiento de la enzima CaLB en medio ĺıquido iónico se analiza consi-

derando dos de sus propiedades: su carácter nucleófilo y su propiedades hidrófilas.

Respecto a estas últimas, para ĺıquidos iónicos basados en el catión imidazolio, su

carácter hidrófilo aumenta conforme lo hace la longitud de la cadena del sustitu-

yente alqúılico [110]. De esta forma, la actividad sintética de la enzima aumenta

con el carácter hidrófobo del ĺıquido iónico inmiscible en agua, ya que preserva la

hidratación de la enzima necesaria para el mantenimiento de su conformación acti-

va. En lo que se refiere a su carácter nucleófilo, la actividad de la enzima CaLB es

mayor en los ĺıquidos iónicos que basados en el anión [PF−6 ] menos nucleófilo que,

por ejemplo, el anión [NTf−2 ] [153]. Esta mayor actividad enzimática se debeŕıa a

que un alto carácter nucleófilo del ĺıquido iónico conlleva mayor interacción con la

enzima y por tanto, una mayor modificación de la configuración activa de la pro-

téına [15,49]. Sin embargo, varios autores coincidieron al encontrar que la velocidad

de reacción usando [bmim+][NTf−2 ] era mayor que al usar [bmim+][PF−6 ] [24,25]. Se

considera que la selectividad de los ĺıquidos iónicos inmiscibles con agua se deben

a la diferente capacidad de disminuir la actividad del agua en el microentorno de

la enzima. Aśı pues, el aumento del carácter hidrófobo de los ĺıquidos iónicos in-

miscibles con agua provoca que la cantidad de agua libre en el medio sea mayor,

pudiendo comportarse como aceptores nucleófilos en la reacción generando el ácido

carbox́ılico correspondiente y disminuyendo la selectividad.

Por otro lado, la actividad de los ĺıquidos iónicos solubles en agua es menor que

la de los inmiscibles. El mayor carácter nucleófilo de los aniones que constituyen los
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ĺıquidos iónicos miscibles con agua y por tanto, su mayor carácter hidrófilo, hace

que puedan fijar moléculas de agua del medio, con lo que la reacción de hidrólisis se

ve atenuada.

Resumiendo, los ĺıquidos iónicos más adecuados son los que disponen de un

catión más hidrófobo y un anión menos nucleófilo. De acuerdo con los resultados

de investigadores como Pérez de los Rı́os, el ĺıquido iónico hexafluorofosfato de

1-octil-3-metilimidazolio proporcionó los mejores valores de selectividad y actividad

y por tanto, fue elegido para la fabricación de los ionogeles empleados en el presente

trabajo. Este ĺıquido iónico fue suministrado por la compañ́ıa alemana Ionic Liquids

Technologies (io-li-tec). Su peso molecular es 340,29 g/mol y su pureza es de 99 %

v/v (figura 5.2(b)).

5.2.3 Preparación del derivado inmovilizado: inmovilización

de la enzima CaLB libre en geles basados en ĺıquido

iónico (Ionogel)

La enzima CaLB libre se ha inmovilizado por oclusión en ionogeles basados en

el ĺıquido iónico [omim+][PF
−
6 ]. Los derivados enzimáticos ionogeles fueron prepara-

dos usando PVC y ĺıquido iónico al 50 %. El procedimiento general de preparación

fue el siguiente: un mililitro de THF fue añadido sobre 200µL de ĺıquido iónico

[omim+][PF
−
6 ] (donde era apropiado, ver tabla 5.1) y la mezcla se mantuvo en agi-

tación a 600 rpm (figura 5.3(a)) hasta homogeneidad perceptible. Posteriormente,

100µL del preparado comercial de CaLB (14,2mg/mL) o de la disolución 1:4 en

tampón fosfato (20mM , pH = 7) fueros añadidos a la mezcla de ĺıquido iónico

disuelta en THF mientras continuaba la agitación.

Finalmente, se fueron aportando 200mg de PVC muy lentamente mientras se

manteńıa la agitación. También se añadió un mililitro de THF para facilitar la diso-

lución del PVC. Se dio por finalizado el proceso cuando el medio estaba homogéneo.

En ese momento, el agitador magnético fue retirado del medio y todo el contenido

fue vertido sobre unos anillos colocados sobre un soporte de vidrio (figura 5.3(b)).

La mezcla se depositó durante 48 horas en una cámara de flujo controlado para

evaporar el THF mientras el PVC iba ocluyendo al ĺıquido iónico y a la enzima en
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(a) Proceso de agita-

ción.

(b) Anillos Fluka. (c) Ionogel después del cas-

ting.

Figura 5.3. En estos anillos (b) colocados sobre una placa de vidrio se forman los derivados

enzimáticos en un proceso de casting. Después de 48 horas en cámara de aspiración de flujo, los

derivados se separan de los anillos, obteniéndose en su forma caracteŕıstica (c).

su seno. Después del tiempo de secado, la mezcla se encontraba gelificada sobre el

vidrio y adaptada a la forma del anillo (figura 5.3(c)). Una vez retirada del ani-

llo, el derivado enzimático ionogel mantiene la forma circular y fue triturada para

usar en los reactores como se muestra en la figura 5.11(b). Los diferentes derivados

enzimáticos preparados para experimentación a 30◦C se muestran en la tabla 5.1.

(a) Ionogel triturado. (b) Reactores.

Figura 5.4. El Ionogel triturado (a) se coloca en los viales junto con los reactivos constituyendo

los reactores (b) donde tiene lugar el proceso de reacción a temperatura controlada.
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agitación durante 300 minutos a una temperatura de 30◦C. A tiempos previamente

establecidos, se tomaron aĺıcuotas de 30µL, que se añadieron a viales con 920µL de

hexano y 50µL de ácido valérico 100mM usado como estándar interno. La solución

resultante fue analizada por GC. Todos los experimentos se llevaron a cabo, al

menos, por duplicado y se trabajó con los valores medios encontrados. La eficacia

de los ionogeles como catalizadores se analizó por medio de:

• La actividad sintética. Definida como la cantidad de milimoles de butirato de

butilo por minuto y miligramo de protéına. Una unidad (U) producirá µmol

de butirato de butilo por minuto.

• La conversión final a 300 minutos.

También se ensayaron soluciones de 100µL de CaLB libre con el fin de establecer

una comparativa entre la eficiencia de la enzima libre y la de la enzima inmovilizada.

5.2.5 Análisis cromatográfico

El análisis qúımico cuantitativo de las muestras se realizó en un cromatógrafo de

gases modelo 450 GC Bruker que dispone de un detector de ionización de llama (FID)

y un inyector automático de muestras. El modelo de la columna capilar empleada

fue HP-INNOWAX (30 m longitud, 0,25 mm de diámetro nominal y 0,25 µm de

espesor) de la firma J. and W. Scientific.

5.2.5.1 Condiciones de operación del cromatógrafo

El perfil de temperaturas para conseguir la resolución total en los picos corres-

pondientes a cada uno de los componentes de la mezcla butirato de vinilo, 1-butanol,

butirato de butilo y ácido but́ırico se muestra en la figura 5.6.

La muestra se inyecta en el GC a un flujo constante de 1 mL/min a una tempe-

ratura de 210◦C en la cabeza de la columna. El split programado es 1:10. A t́ıtulo

ilustrativo, se muestra un cromatograma tipo en la figura 5.7. Se aprecian con cla-

ridad los picos bien resueltos de cada una de las sustancias que participan en el

análisis. Todos los picos están perfectamente separados, aislados e identificados. Aśı

pues, el butirato de vinilo muestra un pico a 4 minutos de la inyección de la muestra.
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Figura 5.6. Perfil de temperaturas establecido en el horno del cromatógrafo de gases para el

análisis de los diferentes componentes de las muestras.

Es seguido por otro a 4,6 minutos, 1-butanol. A continuación, el butirato de butilo,

a 5 minutos. A 7,9 minutos, aparece el pico que corresponde al ácido but́ırico y, por

último, a 9,4 minutos, el ácido valérico (usado como patrón interno).

Figura 5.7. Cromatograma de la mezcla de reacción, butanol, vinil butirato, butirato de butilo y

ácido but́ırico.

5.2.5.2 Calibración del método cromatográfico

El calibrado se realiza preparando disoluciones de concentración conocida y den-

tro del intervalo de trabajo: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 mM en cada una de las

especies qúımicas que intervienen en el proceso. Se fijó en 5 mM la concentración

del estándar interno en todas las muestras.

De la representación de la relación de concentración de cada sustancia y del

estándar interno frente a la relación de áreas de cada sustancia y del estándar interno

se obtienen lineas rectas cuyas pendientes se representan en la tabla 5.2.
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des: la actividad sintética y la selectividad.

• La actividad espećıfica de la enzima se puede definir como unidades de acti-

vidad sintética por miligramo de protéına. Se define una unidad de actividad

sintética como la cantidad de enzima que es capaz de realizar la śıntesis de

1µmol de éster alqúılico (butirato de butilo) por minuto. Se calcula a través

de la siguiente expresión:

Ae =
mBB · VR · 106

CCaLB · VCaLB

(5.1)

Donde mBB es la pendiente inicial de la curva de śıntesis de butirato de butilo

expresada en mol · (L · min)−1; VR es el volumen total de reacción (1 mL);

CCaLB es la concentración de protéına en el preparado enzimático (mg ·mL−1);

y VCaLB es el volumen de preparado enzimático utilizado (µL).

La actividad residual se refiere al cociente de la actividad espećıfica en un

determinado tiempo y la actividad espećıfica inicial.

• La selectividad de la reacción se puede definir como el porcentaje de sustrato

consumido que se transforma en el producto principal de la reacción. Se puede

calcular a partir de las pendientes iniciales del perfil de reacción:

Se( %) =
mBB

mBB +mAB

· 100 (5.2)

Siendo mBB la pendiente inicial de la curva de śıntesis de butirato de butilo

y mAB la pendiente inicial de la curva de śıntesis del ácido but́ırico, ambas

expresadas en mol · (L ·min)−1.

Como se ha mencionado anteriormente, el ácido but́ırico no ha sido detectado

en ningún análisis de las muestras del proceso, aunque ha sido identificado en

los análisis de las rectas de calibrado. Este hecho junto a la escasa presencia

de agua en el sistema nos lleva a considerar que la selectividad de la enzima

es del 100 %.
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5.2.7 Determinación de la pendiente inicial de butirato de

butilo

La pendiente de la curva de formación de butirato de butilo es un factor de-

cisivo en la cuantificación del proceso de reacción. Este valor se encuentra en las

expresiones 5.1 y 5.2 y su cálculo merece un eṕıgrafe espećıfico.

El procedimiento seguido para el cálculo de la pendiente inicial de la curva de

formación de butirato de butilo se basa en la obtención de una expresión matemática

mediante un ajuste no lineal por mı́nimos cuadrados usando el algoritmo de Mar-

quardt. Al tratarse de un ajuste no lineal es necesario proponer la expresión que se

considera que mejor ajusta al proceso. El criterio seguido para la elección de la más

adecuada de entre todas las propuestas es la que minimiza la suma de cuadrados de

los residuos. También se ha observado el criterio de información de Akaike. De esta

forma, la curva que ajusta mejor al perfil de formación de butirato de butilo es la

que responde a una cinética de Michaelis-Menten:

Concentración =
a · tiempo
b+ tiempo

(5.3)

Para la realización de estos cálculos se ha implementado un procedimiento con el

lenguaje de programación R, usando RStudio como entorno de desarrollo integrado

(IDE). Este software es libre y de código abierto, motivo por el que ha sido empleado

en el tratamiento de datos y obtención de gráficos en esta tesis.

Una vez seleccionada la expresión que proporciona la concentración de butirato

de butilo en función del tiempo de reacción, solo queda obtener su derivada y susti-

tuir para cero minutos. Aśı, se obtiene la pendiente de la recta tangente a la curva

en el mencionado tiempo. La figura 5.9 muestra un ejemplo del gráfico obtenido

mediante el procedimiento relatado. En la mencionada figura, los datos experimen-

tales de concentración frente a tiempo están representados por los puntos azules. La

ĺınea verde corresponde a la curva obtenida por ajuste no lineal por mı́nimos cua-

drados (ecuación 5.3). Los valores de los coeficientes a y b obtenidos en el ejemplo

son 118,916 y 67,851 respectivamente. Por último, la recta roja corresponde a la

tangente a la curva para tiempo cero minutos y el valor de su pendiente es 1,7526.
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Figura 5.10. Porcentaje de conversión en un ionogel de tipo Enz-ionogel a lo largo del proceso

de reacción.

5.2.9 Análisis SEM-EDX

La microscoṕıa electrónica de barrido con espectroscoṕıa de rayos X por enerǵıa

dispersiva (SEM-EDX) es una técnica muy poderosa aplicada a microimagen en

ionogeles. Las imágenes SEM fueron capturadas por un equipo Hitachi S-3500N si-

guiendo el protocolo establecido por el SAIT (Servicio de Apoyo a la Investigación

Tecnológica de la Universidad Politécnica de Cartagena). El mismo equipo propor-

ciona una inmensa base de datos para cada imagen que permite obtener el perfil EDX

y la composición porcentual de cada derivado. Se muestran ejemplos de espectro e

imagen en la figura 5.11.
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(a) Espectro EDX de un ionogel. (b) Imagen SEM de un ionogel.

Figura 5.11. Espectro EDX e imagen SEM de un ionogel capturados por un equipo Hitachi

S-3500N.
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5.3 Resultados y discusión

Como se ha ido comentando a lo largo del caṕıtulo, la enzima CaLB ha sido in-

movilizada por atrapamiento en una matriz polimérica de PVC junto con el ĺıquido

iónico hexafluorofosfato de 1-octil-3-metilimidazolio ([omim+][PF
−
6 ]). Estos nuevos

derivados enzimáticos han sido llamados ionogeles de CaLB. Como medio en esta

reacción de transesterificación, se ha usado el ĺıquido iónico [omim+][PF
−
6 ] debido a

que proporciona un microambiente muy adecuado a la enzima CaLB ya que le con-

fiere una mayor actividad enzimática que el hexano (considerado como el disolvente

orgánico de referencia) y otros ĺıquidos iónicos basados en imidazolio con longitudes

de cadena alqúılicas más bajas [11,17,58,148].

En este contexto, el método de atrapamiento con ĺıquido iónico permite la inmo-

vilización de la enzima por oclusión de CaLB dentro de un microambiente adecuado,

haciendo posible la retención de la enzima y permitiendo la circulación de substratos

y productos de reacción. Aśı pues, si el ĺıquido iónico fuera un buen disolvente de

los substratos de reacción, su concentración podŕıa ser mayor en el microambiente

que rodea a la enzima y la cinética del proceso se veŕıa muy favorecida.

Todos los derivados enzimáticos, relacionados en la tabla 5.1, fueron empleados

en la śıntesis de butirato de butilo como reacción modelo. Como en todo proceso

controlado cinéticamente y catalizado por una serina hidrolasa (CaLB), la transfor-

mación de butirato de vinilo es altamente dependiente de los aceptores nucleófilos

presentes en el medio de reacción e implica una distribución competitiva de los

rápidamente formados intermedios acil-enzima entre agua (hidrólisis) u otro agente

nucleófilo, tal como 1-butanol (transesterificación) (figura 5.5).

Según se detalla en la figura 5.12, primero el butirato de vinilo forma con la enzi-

ma un complejo que puede evolucionar de forma diferente según la concentración de

alcohol y agua en el medio (ambos actúan como segundo sustrato). El alcohol puede

reaccionar con el complejo enzima sustrato dando lugar al producto de śıntesis (ester

alqúılico), mientras que el agua presente en el medio también puede reaccionar con

el complejo enzima-sustrato, dando lugar al producto de hidrólisis (ácido carbox́ıli-

co), que disminuye el rendimiento de la reacción sintética y con ello, la selectividad.

Como la constante de la reacción hidrólisis es mayor que la constante de la reacción
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de śıntesis, es necesario que la concentración de alcohol en el medio sea mucho mayor

que la de agua. De esta forma, se obtiene una selectividad aceptable de la reacción.

El alcohol vińılico (forma enol) sintetizado a través de las dos rutas cataĺıticas

evoluciona por tautomerización ceto-enol hacia la formación de acetaldeh́ıdo (forma

ceto). Este acetaldeh́ıdo es muy volátil (punto de ebullición 20◦C) y se evapora

rápidamente. Al desaparecer uno de los productos de reacción, equilibrio se desplaza

hacia la derecha y el resultado es un proceso irreversible de facto.
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Figura 5.12. Esquema estequiométrico de la śıntesis de ésteres controlada cinéticamente mediante

transesterificación de vinilésteres y alcoholes catalizada por CaLB.

Concluyendo, para dar prioridad a la śıntesis se hace necesario que:

Kh × [H2O]� Kh × [butanol]

donde [H2O] es la concentración de agua en el medio, [butanol] es la concentración

del segundo sustrato, y Kh y Ks son las constantes de hidrólisis y de śıntesis, res-

pectivamente. Por lo tanto, si no hay agua, el butirato de butilo será el producto

principal de la reacción.

Concretando, la v́ıa de śıntesis puede ser favorecida usando donadores de grupos

acilo activados tales como vinil-esteres, medios con bajo contenido en agua y alta
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concentración de nucleófilo (por ejemplo, 1-butanol). La eficiencia de la acción ca-

taĺıtica puede ser medida a través de dos parámetros: la velocidad de śıntesis y la

conversión al final de la reacción (figura 5.13). La enzima libre también ha sido ana-

lizada para establecer unos valores de referencia con los que comparar los obtenidos

con la enzima inmovilizada.
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Figura 5.13. Transcurso de la reacción de śıntesis de butirato de butilo a partir de butirato de

vinilo 150 mM y 1-butanol 150 mM a 30◦C para diferentes derivados enzimáticos. La actividad

sintética fue calculada mediante la pendiente inicial y la conversión se obtuvo al final de la reacción

(300 minutos).

Como se aprecia en la figura 5.14, el ionogel de CaLB con [omim+][PF
−
6 ] y sin

tapón fosfato (enzima sin diluir) muestra el mejor valor de actividad con un valor

de conversión superior al 80 %, cifras que son superiores a las de la enzima libre.

De la comparación de los valores de actividad de los derivados Enz-Ionogel se

desprende, como conclusión más importante, que la actividad de la enzima inmo-

vilizada de esta forma es mayor que la de la enzima libre. Estos resultados son

especialmente trascendentes ya que lo normal es que la inmovilización de la enzi-

ma sea un proceso que disminuye su actividad. El nuevo método de inmovilización

que emplea ĺıquidos iónicos ha logrado superar esta barrera, siempre presente en los

derivados enzimáticos convencionales.

También se observa que la inmovilización de la enzima en soporte de PVC sin

ĺıquido iónico muestra los peores valores de actividad. Además, la comparación de
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ventaja de este método es que permite crear más derivados activos que en el caso

de la enzima libre como se puede observar en la figura 5.14.

De los resultados de porcentaje de conversión a 300 minutos, se desprende que

en los ionogeles producidos con ĺıquido iónico la conversión es mayor que en los que

no contienen el ĺıquido iónico. Los ionogeles con ĺıquido iónico se comportaron mejor

que sus homólogos sin [omim+][PF
−
6 ]. La razón que se puede esgrimir es similar a

la proporcionada para la actividad: el ĺıquido iónico proporciona un microentorno

óptimo para el desarrollo propio de la actividad enzimática.
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(a) Conversión en ionogeles con ĺıquido iónico.
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(b) Conversión en derivados sin ĺıquido iónico.

Figura 5.15. Gráficos comparativos de conversión en ionogeles a 30◦C.

También la forma de los perfiles de conversión de los derivados parecen confir-

mar que el microentorno creado alrededor de la enzima es un factor decisivo en el

transcurso de la reacción. En la figura 5.15 se muestran agrupados por parejas los

perfiles de reacción de los ionogeles con ĺıquido iónico y los que no lo contienen.

En ambos casos la mayor cantidad de enzima provoca que la reacción transcurra

más rápido desde el inicio del proceso. La reacción avanza más lentamente (pen-

diente más suave) con menor dosis de enzima, sin embargo, los niveles de conversión

alcanzados a los 300 minutos no difieren sustancialmente. De la misma forma, la

presencia de ĺıquido iónico hace que las pendientes y las conversiones finales sean

más pronunciadas.
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convierten en una superficie completamente alterada y completamente reestructu-

rada, con granos bien definidos, al final del primer ciclo (figura 5.16(b)). El cambio

de la morfoloǵıa podŕıa deberse a la interacción del PVC del ionogel con el medio

de reacción de hexano, traducido en la formación de burbujas que prácticamente

cubren la superficie del ionogel tan pronto como se usa.

Con respecto a la composición, el espectro EDX de los ionogeles frescos ente-

ros (figura 5.17) refleja que la membrana ha mantenido su estabilidad durante el

ciclo de operación, evidenciado por la superposición de los picos de los elementos

representativos (F para [omim+][PF
−
6 ] y Cl para PVC). Cabe señalar que la con-

centración de flúor medida en las muestras seleccionadas ha aumentado durante el

proceso de reacción, del 6,59 % (fresco) al 7,94 % (1 ciclo) (ver tabla 5.3). Este au-

mento podŕıa indicar una redistribución del ĺıquido iónico en el ionogel, migrando

hacia el exterior con el tiempo de operación. Debe considerarse que el análisis EDX

puede proporcionar una composición elemental con una profundidad de muestreo de

1− 2µm.

Tabla 5.3. Composición porcentual de ionogeles de CaLB con tampón fosfato correspondientes a

derivado fresco y después de un ciclo. Se corresponden con los espectros de la figura 5.17.

Elemento Fresco 1 ciclo

Al 0.29

C 42.61 44.37

Ca 0.43

Cl 41.48 28.70

F 6.59 7.94

N 2.69 4.48

Na 0.41

O 4.05 9.83

P 2.57 2.80

Si 0.74

Por otro lado, cuando el ionogel se tritura (figura 5.18), su aspecto es diferente al

que presenta intacto (figura 5.16(a)). Para usar el ionogel, se trituró con un molinillo,

lo que provocó un aumento de la temperatura y una importante reestructuración

de la superficie debido al estrés térmico. En caṕıtulos posteriores se abordará este

tema con más profundidad.
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Figura 5.18. Imagen del microscopio electrónico de barrido de un derivado enzimático

Enz-Ionogel-B triturado para su uso en un reactor biológico (×100) (escala = 300 µm).

5.4 Conclusiones

Se ha probado con éxito un nuevo método para inmovilizar enzimas mediante

el atrapamiento en gel a base de ĺıquido iónico (Ionogel) para CaLB. El uso de

ionogeles de CaLB basados en el ĺıquido iónico [omim+][PF
−
6 ] y el poĺımero orgánico

PVC permite actividades enzimáticas más altas que CaLB libre.
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6 Entrecruzamiento de ionogeles de

CaLB con glutaraldeh́ıdo

6.1 Introducción

La inmovilización de la enzima CaLB en ionogeles con ĺıquidos iónicos ocluidos

potencia la actividad cataĺıtica de la protéına como se ha relatado en el caṕıtu-

lo anterior. Sin embargo, estos ionogeles además de activos deben ser estables al

forzar condiciones menos favorables estructuralmente pero que, al mismo tiempo,

aumentan la actividad y la conversión del proceso. En el presente caṕıtulo se abor-

da el desarrollo de nuevos ionogeles de CaLB entrecruzados con glutaraldeh́ıdo, su

actividad y su estabilidad operacional a altas temperaturas.

El glutaraldeh́ıdo permite el entrecruzamiento de las enzimas mediante la for-

mación de enlaces covalentes con los grupos amino de las protéınas aumentando el

entrecruzamiento y aportando una mayor estabilidad estructural al enzima.

6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Preparación de ionogeles con glutaraldeh́ıdo

La preparación de estos nuevos ionogeles no difiere significativamente de los

preparados inicialmente. Tan solo que, en un momento determinado del proceso de

fabricación, se añade glutaraldeh́ıdo en diferentes dosis. De cualquier forma, se relata

el proceso de fabricación con las modificaciones oportunas en aras de proporcionar

una mayor claridad.
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Tabla 6.1. Composición qúımica de los diferentes derivados enzimáticos (Ionogeles) preparados.

Se muestra en negrita la designación que se ha asignado a cada uno de ellos.

Derivado
Enzima

(µL)

Ĺıquido iónico

(mg)

PVC

(mg)

Glutaraldehido

al 25 % (µL)

Protéına en el reactor

(80 mg del organogel)

Enzima libre

Enz

100

(14.2 mg prot/mL)
0 0 0 1.420

Derivado enzimático

PVC sin LI

Enz-PVC

100

(14.2 mg prot/mL)
0 200 0 0.379

Derivado enzimático

PVC con tampón (B)

sin LI

Enz-PVC-B

100

(3.55 mg

prot/mL)*

0 200 0 0.095

Derivado enzimático

Ionogel sin tampón

Enz-Ionogel

100

(14.2 mg prot/mL)
200 200 0 0.227

Derivado enzimático

Ionogel y tampón

Enz-Ionogel-B

100

(3.55 mg

prot/mL)*

200 200 0 0.057

Derivado enzimático

Ionogel sin tampón

con 20 µL glutaraldeh́ıdo

Enz-Ionogel-20G

100

(14.2 mg prot/mL)
200 200 20 0.218

Derivado enzimático

Ionogel sin tampón

con 100 µL glutaraldeh́ıdo

Enz-Ionogel-100G

100

(14.2 mg prot/mL)
200 200 100 0.189

Derivado enzimático

Ionogel con tampón

con 20 µL glutaraldeh́ıdo

Enz-Ionogel-B-20G

100

(3.55 mg

prot/mL)*

200 200 20 0.055

Derivado enzimático

Ionogel con tampón

con 100 µL glutaraldeh́ıdo

Enz-Ionogel-B-100G

100

(3.55 mg

prot/mL)*

200 200 100 0.047

* 1:4 en tampón fosfato
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agitación durante 300 minutos a una temperatura de 30◦C. A tiempos previamente

establecidos, se tomaron aĺıcuotas de 30 µL, que se añadieron a viales con 920 µL de

hexano y 50 µL de ácido valérico 100 mM usado como estándar interno. La solución

resultante fue analizada por GC. Todos los experimentos se llevaron a cabo, al

menos, por duplicado y se trabajó con los valores medios encontrados. La eficiencia

del biocatalizador se determinó por medio de:

• La actividad sintética. Definida como la cantidad de milimoles de butirato de

butilo por minuto y miligramo de protéına. Una unidad (U) producirá µmol

de butirato de butilo por minuto.

• La conversión final a 300 minutos.

También se ensayaron soluciones de 100 µL de CaLB libre con el fin de establecer

una comparativa entre la eficiencia de la enzima libre y la de la enzima inmovilizada.

6.3 Resultados y discusión

A lo largo de todo este trabajo se ha ido comentando como la enzima CaLB ha

sido inmovilizada por atrapamiento en una matriz polimérica de PVC junto con el

ĺıquido iónico hexafluorofosfato de 1-octil-3-metilimidazolio ([omim+][PF
−
6 ]). Estos

nuevos derivados enzimáticos han sido llamados ionogeles de CaLB. En el caṕıtulo

anterior, se ha usado, como medio en reacciones de transesterificación, el ĺıquido

iónico [omim+][PF
−
6 ] debido a que da un adecuado microambiente a la enzima CaLB

proporcionándole una mayor actividad enzimática que el hexano (considerado como

el disolvente orgánico de referencia) y otros ĺıquido iónico basados en imidazolio

con longitudes de cadena alqúılicas más bajas [11,17,58,148]. Además, el método de

atrapamiento con ĺıquido iónico permite la inmovilización de la enzima de CaLB por

oclusión dentro de un microambiente adecuado, haciendo posible la retención de la

enzima y permitiendo la circulación de substratos y productos de reacción. Aśı pues,

como se ha confirmado en el caṕıtulo anterior, el ĺıquido iónico es un buen disolvente

de los substratos de reacción y de este forma, la concentración de dichos sustratos

es mayor en el microambiente que rodea a la enzima y la cinética del proceso se ve

favorecida.

Entrecruzamiento de ionogeles de CaLB con glutaraldeh́ıdo
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Al forzar las condiciones de temperatura de proceso hasta alcanzar los 70◦C, se

ha añadido glutaraldeh́ıdo para mejorar las propiedades de los ionogeles preparados.

Estos nuevos ionogeles con glutaraldeh́ıdo también han sido probados a 30◦C para

establecer las comparaciones con sus homólogos preparados anteriormente..
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(b) Conversión a 70◦C.

Figura 6.2. Perfiles de conversión para la reacción de śıntesis de butirato de butilo a partir de

butirato de vinilo 150 mM y 1-butanol 150 mM a 30 y 70◦C.

En la figura 6.2 se muestran los perfiles de conversión para la śıntesis de butirato

de butilo con diferentes ionogeles y a 30 y 70◦C. Al aumentar la temperatura, se

confirma el aumento de la actividad y la conversión del proceso en todos los ionogeles

probados ya que las pendientes de las tangentes a las curvas obtenidas a 70◦C son
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más verticales en cualquier instante que las correspondientes a 30◦C. Este resultado

era de esperar debido a que un aumento de la temperatura provoca un aumento de

la velocidad de reacción.

Como se aprecia en la figura 6.3, a una temperatura de 30◦C, el ionogel de CaLB

con [omim+][PF
−
6 ] y 100 µL de glutaraldeh́ıdo muestra el mejor valor de actividad y

cerca del 100 % de conversión, cifras estas muy superiores a las de la enzima libre. El

segundo valor más alto sucedió cuando se añadieron 20 µL de glutaraldeh́ıdo. En este

último caso, se alcanzó el 100 % de conversión a los 300 minutos. Valores ligeramente

más bajos (7,4 U/mg de protéına) se lograron sin glutaraldeh́ıdo, concretamente en

derivados sin tampón fosfato (sin diluir). La actividad de la enzima libre sin tampón

fue considerablemente más baja que el resto de ionogeles de CaLB excepto para

aquellos casos con tampón fosfato y 20 µL de glutaraldeh́ıdo. Los valores de actividad

más bajos se recogen para los casos de enzima inmovilizada en PVC diluida con

tampón sin ĺıquido iónico. Comparando los diferentes valores obtenidos, se puede

considerar que cuando la enzima no diluida (sin tampón) forma el derivado, se

suelen obtener mejores resultados de actividad y conversión que los producidos por

ionogeles de CaLB con tampón fosfato. Por ejemplo: Enz-Ionogel-B-100G frente

a Enz-Ionogel-100G, Enz-Ionogel-B-20G frente a Enz-Ionogel-20G y Enz-PVC-B

frente a Enz-PVC. Por tanto, cuanto más alta es la concentración de enzima en

el derivado enzimático, más alta es la actividad de la enzima por mg de protéına.

Además, el aumento de la cantidad de glutaraldeh́ıdo provoca un incremento de la

actividad enzimática, como puede observarse comparando Enz-Ionogel-100G frente a

Enz-Ionogel-20G y Enz-Ionogel-B-100G frente a Enz-Ionogel-B-20G. En estos casos,

el incremento de la cantidad de glutaraldeh́ıdo usado desde 20 a 100 µL supone una

duplicación de la actividad de la enzima.

En trabajos previos del grupo de investigación, la enzima lacasa se inmovilizó en

un ionogel basado en 50 % de PVC y 50 % de ĺıquido iónico bis(trifluorometilsulfonil)imida

de 1-octil-3-metilimidazolio[Omim][NTf2]. Con el propósito de aumentar la activi-

dad y la estabilidad del derivado enzimático, se añadió glutaraldeh́ıdo a diferentes

concentraciones (rango entre 0 y 1,5 %). Se observó un aumento en la actividad y

la estabilidad en todas las concentraciones analizadas con un máximo al 0,5 % de

concentración de glutaraldeh́ıdo [152]. En experimentos con CaLB, se encontró un
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100 µL y figura 6.6(b) con 20 µL), se puede observar que con 100 µL es un poco

más poroso que con 20 µL. Esta circunstancia favorece un aumento en la actividad

Tabla 6.2. Composición porcentual de derivados ionogel con glutaraldeh́ıdo.

Elemento Enz-Ionogel-B-100G Enz-Ionogel-B-20G

C 57.99 51.79

Cl 22.58 30.32

F 7.91 7.58

N 3.31 3.35

O 5.51 4.01

P 2.72 2.95

cataĺıtica, debido a la mayor superficie activa de contacto entre la enzima y los

sustratos. Por lo tanto, cuanto mayor es la concentración de glutaraldeh́ıdo, mayor

entrecruzamiento y porosidad y, en consecuencia, mayor es la actividad espećıfica

y la conversión lograda. Esta hipótesis se corrobora comparando las actividades de

los respectivos ionogeles. En el primer caso la actividad espećıfica alcanzada fue de

3,5 y en el segundo, de 1,5. Las conversiones respectivas fueron 45 % y 26 %. En

un trabajo previo con lacasa, el grupo de de los Rı́os propuso que la actividad y

(a) Enz-Ionogel-B-100 (b) Enz-Ionogel-B-20G

Figura 6.6. Imágenes del microscopio electrónico de barrido del ionogel con enzima diluida que

incorpora glutaraldeh́ıdo (solución acuosa al 25 %) (a) Enz-Ionogel-B-100 (100 µL) y (b) Enz-

Ionogel-B-20G (20 µL)(×100) (escala = 300 µm).

la estabilidad de la enzima están relacionadas con la porosidad del portador y al

carácter hidrófilo de los ĺıquidos iónicos, lo que permite un microentorno adecuado
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para la enzima [151]. Además, un trabajo muy reciente demuestra que la adicción

de glutaraldeh́ıdo a la mezcla de lacasa-PVC-ĺıquido iónico podŕıa contribuir no

solo al entrecruzamiento de la enzima sino también a alguna modificación de la

macroestructura de las superficies de la membrana [152]. Sin embargo, cuando se

usó ionogel con tampón y sin glutaraldeh́ıdo, la actividad fue mayor que en el caso

de ionogel con tampón y glutaraldeh́ıdo (20µL o 100µL). Se puede suponer, en este

caso, que la adición de glutaraldeh́ıdo en presencia de un tampón proporciona una

dilución extraordinaria a la enzima que podŕıa afectar a su actividad. Es importante

señalar que este ionogel fue triturado para ser utilizado. Cuando el ionogel se tritura

(figura 6.6(a) y figura 6.6(b)), su aspecto es diferente al que presenta cuando no

se tritura (figura 5.16). Para usar los ionogeles, se trituran con un molinillo, que

se traduce en un aumento de la temperatura y una importante reestructuración

de la superficie debido al estrés térmico. La conclusión general es que los mejores

resultados de actividades y conversiones espećıficas se logran usando glutaraldeh́ıdo

(100 µL) sin tampón, lo que confirma ampliamente la hipótesis de incompatibilidad

entre la dilución y el glutaraldeh́ıdo para usarse juntos en la preparación de derivados

enzimáticos.

6.4 Conclusiones

Como se ha concluido en el caṕıtulo anterior, un nuevo método para inmovi-

lizar enzimas mediante el atrapamiento en gel a base de ĺıquido iónico (Ionogel)

para CaLB ha sido probado con éxito. El uso de ionogeles de CaLB basados en el

ĺıquido iónico [omim+][PF
−
6 ] y el poĺımero orgánico PVC permiten actividades en-

zimáticas más altas que CaLB libre. En el presente caṕıtulo se ha confirmado que

el uso de glutaraldeh́ıdo como agente de entrecruzamiento mejoró la actividad del

derivado enzimático, siendo la mayor actividad alcanzada con PVC, ĺıquido iónico

[omim+][PF
−
6 ], CaLB y 100 µL de glutaraldeh́ıdo.

Por otro lado, la porosidad del catalizador se encontró como un factor clave para

la actividad de la enzima. Además, el ĺıquido iónico utilizado podŕıa desempeñar

un doble papel, por un lado, crear un microentorno adecuado sobre la enzima, au-

mentando la actividad y la estabilidad y, por otro lado, hacer posible un aumento
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de la concentración de sustratos en el microambiente enzimático, superando de esta

forma, las limitaciones a la transferencia de materia y aumentando la cinética de la

reacción.

Los resultados de este estudio son bastante alentadores y sugieren una nueva

forma de diseñar fácilmente un biocatalizador. Al cambiar el ĺıquido iónico utiliza-

do, la actividad e incluso, la selectividad del catalizador podŕıan modificarse. Por

ejemplo, para aumentar la actividad y la selectividad de un biocatalizador dado para

un sustrato espećıfico, solo debemos elegir un ĺıquido iónico que sea un buen micro-

ambiente para el catalizador enzimático y también en el que el sustrato espećıfico

se absorberá preferentemente. De esta forma, este método abre nuevas y amplias

expectativas para los biocatalizadores existentes.
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7 Estabilidad operacional de

ionogeles a altas temperaturas

7.1 Introducción

La inmovilización de enzimas en catalizadores biológicos para su uso en reactores

qúımicos permite su reutilización con la finalidad de reducir los costes de operación.

La reutilización de los catalizadores requiere que mantengan su actividad inicial

durante la mayor cantidad posible de ciclos de trabajo. En el presente caṕıtulo, se ha

estudiado la estabilidad operacional de los nuevos derivados enzimáticos formulados

con glutaraldeh́ıdo en condiciones de temperatura adversas para el mantenimiento

de la actividad enzimática (70◦C).

7.2 Material y métodos

Se continúa empleando como reacción modelo la transesterificación de butirato de

vinilo con butanol para producir butirato de butilo. Como ĺıquido iónico ocluido en

PVC se ha usado hexafluorofosfato de 1-metil-3-octil-imidazolio [omim+][PF
−
6 ]. Los

derivados usados son los preparados para los ensayos de actividad de los caṕıtulos

anteriores, a los que se les añadió glutaraldeh́ıdo y cuya composición y nomenclatura

se detalla en la tabla 6.1. La experimentación consiste en realizar ciclos de biocatálisis

a 70◦C con los derivados enzimáticos preparados hasta que su actividad cataĺıtica

desaparezca o disminuya hasta hacerlos ineficaces.
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te longitud de cadena y aniones Cl−, BF−4 y PF−6 [154]. La actividad de la lipasa

inmovilizada de Candida rugosa fue mayor (118,3 %) que la de lipasa nativa. La ac-

tividad de la lipasa de Candida rugosa inmovilizada en ĺıquidos iónicos soportados

en nanopart́ıculas magnéticas alcanzó un máximo a 37◦C, después de lo cual dismi-

nuyó, permaneciendo en un valor constante de 60 % cuando la temperatura alcanzó

los 80◦C. Para ionogeles de CaLB inmovilizado, como se mencionó anteriormente, la

actividad a 70◦C aumentó de dos a tres veces sobre la actividad observada a 30◦C, lo

que se explicó por el aumento de la constante cinética con la temperatura. La lipasa

de Candida rugosa retuvo el 60 % de su actividad inicial después de ocho ciclos.

Considerando que cada ciclo duró 5 horas, la lipasa retuvo el 60 % de su actividad

durante 40 horas. Como se mencionó anteriormente, se obtuvieron resultados simi-

lares con algunos derivados de ionogel de CaLB, siendo la vida media del ionogel

con 100 y 20 µL de glutaraldeh́ıdo alrededor de 60-72 horas. Otro ejemplo relacio-

nado con CaLB analizó la enzima inmovilizada por adsorción sobre 12 diferentes

soportes de śılice modificados con distintas longitudes de cadena alqúılica y gru-

pos funcionales. Las part́ıculas de enzima inmovilizadas se recubrieron con ĺıquidos

iónicos (bistriflimida de butiltrimetilamonio o bistriflimida de trioctilmetilamonio)

por adsorción. Los derivados inmovilizados se ensayaron para determinar la resolu-

ción cinética de rac-1-feniletanol en medios bifásicos ĺıquido iónico/hexano y ĺıquido

iónico/dióxido de carbono supercŕıtico. Los mejores resultados se obtuvieron para

los soportes modificados con cadenas de alquilo no funcionalizadas. La actividad de

las part́ıculas de enzima inmovilizadas recubiertas con ĺıquidos iónicos fue menor

en hexano que cuando se usó la enzima inmovilizada sin tal recubrimiento, lo que

se explicó por la limitación de transferencia de materia más fuerte causada por los

ĺıquidos iónicos. Sin embargo, los tiempos de semivida aumentaron en medio hexano

a 95◦C [155, 156]. La lipasa pancreática porcina (PPL) también se inmovilizó utili-

zando ĺıquidos iónicos en nanocompuestos magnéticos de quitosano modificados con

un ĺıquido iónico basado en imidazolio. La actividad de casi todos los derivados de

PPL fue mayor que la de la enzima libre cuando se trabajaba por encima de 50◦C.

La estabilidad térmica de los derivados de PPL a 50◦C osciló entre el 45 % y el 80 %

a las 6 horas [157].
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7.3.1 Caracterización SEM-EDX de ionogeles después de va-

rios ciclos

Los derivados enzimáticos (ionogeles), hechos a partir de ĺıquido iónico hexafluo-

rofosfato de 1-octil-3-metilimidazolio, PVC y enzima, fueron sometidos a análisis

SEM-EDX antes y después de ser triturados y antes y después de ser usados en

varios ciclos.

(a) Ionogel fresco. (b) Ionogel 1 ciclo. (c) Ionogel 5 ciclos

Figura 7.2. Imágenes del microscopio electrónico de barrido de derivados enzimáticos

Enz-Ionogel-B (a) fresco, (b) sometido a un ciclo y (c) sometido a cinco ciclos (×100) (esca-

la = 300µm).

Las imágenes SEM de derivados con enzima diluida en tampón (Enz-Ionogel-B),

frescas (sin triturar) y sometidas a uno y cinco ciclos de reacción (24 horas cada

una) a 30◦C, se muestran en la figura 7.2. Pueden apreciarse diferencias morfológi-

cas apreciables entre el ionogel fresco (figura 7.2(a)) y el sometido a 1 y 5 ciclos de

reacción (figura 7.2(b) y 7.2(c), respectivamente). Los granos distribuidos irregular-

mente presentes en la figura 7.2(a) se convierten en una superficie completamente

alterada y completamente reestructurada, con granos bien definidos, al final del

primer ciclo (figura 7.2(b)), manteniendo la misma apariencia al final de los cinco

ciclos (figura 7.2(c)). El cambio de la morfoloǵıa podŕıa deberse a la interacción del

PVC del ionogel con el medio de reacción de hexano, traducido en la formación de

burbujas que prácticamente cubren la superficie del ionogel tan pronto como se usa.

Con respecto a la composición de los derivados enzimáticos ionogeles frescos (sin

triturar), el espectro EDX (figura 7.3) muestra que los ionogeles han mantenido su

estabilidad durante todos los ciclos de operación, evidenciado por la superposición

de los picos de los elementos representativos (F para [omim+][PF
−
6 ] y Cl para PVC).
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introducción de agua en la solución enzimática.

(a) (b)

(c) (d)

Figura 7.5. Imágenes del microscopio electrónico de barrido de muestras preparadas con PVC y

ĺıquido iónico [omim+][PF
−

6 ] en ausencia de enzima: (a) muestra fresca entera, (b) muestra triturada

fresca, (c) muestra triturada después de un ciclo y (d) muestra triturada después de cinco ciclos

(×100) (escala = 300µm).

En las figuras 7.4 y 7.5 también se estudia la estabilidad de las muestras he-

chas de PVC y [omim+][PF
−
6 ] desde un punto de vista acorde al análisis SEM. Es

significativo notar que la proporción de ĺıquido iónico (pico de flúor) disminuye sig-

nificativamente de las muestras frescas (figura 7.5(b) 25.41 %) a las usadas un ciclo

(figura 7.5(c) 7.73 %) y cinco ciclos (figura 7.5(d) 9,16 %). La composición porcen-

tual de estos derivados ha quedado expuesta en la tabla 7.2. La pérdida de ĺıquido

iónico en el caso de derivados sin enzima contrasta claramente con el aumento del

pico en ionogeles con enzima (ver figura 7.2). La explicación radica en el aumento

del carácter hidrófilo del ĺıquido iónico (de naturaleza hidrófoba) cuando el derivado

Estabilidad operacional de ionogeles a altas temperaturas



98 Conclusiones

enzimático se incorpora disuelto en agua; de esta manera se reduce la posibilidad de

migración del mismo al medio de reacción hexano (hidrófobo). Las correspondientes

imágenes SEM de la figura 7.5 muestran el cambio superficial que ha tenido lugar

en las muestras, tanto en la muestra fresca (figura 7.5(a) y 7.5(b)) como después

de cinco ciclos de operación (figura 7.5(d)). En ellas, se observa que han perdido

toda la porosidad, quedando completamente despojadas de su estructura inicial. Un

fenómeno similar ocurrió con los derivados ionogel, justificándose los abultamientos

en aquel caso, por el comportamiento del PVC por el medio hexano.

7.4 Conclusiones

En el presente caṕıtulo, se ha ensayado la estabilidad operativa a 70◦C de todos

los ionogeles de CaLB preparados. Se encontró que sólo los ionogeles preparados con

glutaraldeh́ıdo mantienen la actividad después de 2 ciclos (1440 minutos cada ciclo).

Se comprobó que la porosidad del catalizador es un factor clave para la actividad

de la enzima.
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y perspectivas futuras

Se ha probado con éxito un nuevo método para inmovilizar enzimas mediante el

atrapamiento en gel a base de ĺıquido iónico (ionogel) para CaLB. El uso del iono-

gel de CaLB basado en el ĺıquido iónico [omim+][PF
−
6 ] y el poĺımero orgánico PVC

ha permitido obtener derivados inmovilizados con actividad mayor que en el caso

de la enzima libre. El uso de glutaraldeh́ıdo como agente de entrecruzamiento me-

joró la actividad del derivado enzimático, siendo la mayor actividad alcanzada con

PVC, ĺıquido iónico [omim+][PF
−
6 ], CaLB y 100µL de glutaraldeh́ıdo. Se probó la

estabilidad operativa a alta temperatura (70◦C) de todos los derivados enzimáticos

(llamados ionogeles de CaLB). Solo los ionogeles de CaLB preparados con gluta-

raldeh́ıdo mantienen la actividad después de 2 ciclos (1440 minutos cada ciclo). La

porosidad del catalizador se encontró como un factor clave para la actividad de la

enzima. Además, el ĺıquido iónico utilizado podŕıa desempeñar un doble papel, por

un lado, crear un microentorno adecuado sobre la enzima, aumentando la actividad

y la estabilidad y, por otro lado, hacer posible un aumento de la concentración de

sustratos en el microambiente enzimático, concentrándose en ĺıquido iónico lo que

disminuye las limitaciones a la transferencia de materia y aumenta la cinética de la

reacción.

Los resultados de este estudio son bastante alentadores y sugieren una nueva for-

ma de diseñar fácilmente un biocatalizador. Al cambiar el ĺıquido iónico utilizado,

la actividad e incluso, la selectividad del catalizador podŕıan modificarse. Por ejem-

plo, para aumentar la actividad y la selectividad de un biocatalizador dado para un

sustrato espećıfico, solo debemos seleccionar un ĺıquido iónico que genere un buen
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microambiente para el catalizador enzimático y en el que el sustrato espećıfico se

absorba preferentemente. De esta forma, este nuevo método abre nuevas y amplias

expectativas para los biocatalizadores existentes.

Conclusiones generales y perspectivas futuras
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[27] Śılvia Garcia, Nuno MT Lourenço, Diana Lousa, Ana F Sequeira, Paula Mi-

moso, Joaquim MS Cabral, Carlos AM Afonso, and Susana Barreiros. A

comparative study of biocatalysis in non-conventional solvents: Ionic liquids,

supercritical fluids and organic media. Green Chemistry, 6(9):466–470, 2004.

[28] Marrit Eckstein, Martin Sesing, Udo Kragl, and Patrick Adlercreutz. At low

water activity α-chymotrypsin is more active in an ionic liquid than in non-

ionic organic solvents. Biotechnology Letters, 24(11):867–872, 2002.

[29] Pedro Lozano, Teresa de Diego, Jean-Paul Guegan, Michel Vaultier, and José L
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Ionogels as drug delivery system: one-step sol–gel synthesis using imidazolium

ibuprofenate ionic liquid. Chemical Communications, 46(2):228–230, 2010.

[143] A. P. de los Rı́os, F. J. Hernández-Fernández, L. J. Lozano, S. Sánchez, J. I.

Moreno, and C. God́ınez. Removal of metal ions from aqueous solutions

by extraction with ionic liquids. Journal of Chemical & Engineering Data,

55(2):605–608, 2010.

[144] FJ Hernández-Fernández, AP de Los Rı́os, D Gómez, M Rubio, and G Vı́llora.

Selective extraction of organic compounds from transesterification reaction

mixtures by using ionic liquids. AIChE journal, 56(5):1213–1217, 2010.

[145] Antonia De los Rı́os, Francisco Hernández-Fernández, Luis Lozano-Blanco,
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Bibliograf́ıa



Bibliograf́ıa 119

Alonso, and M. El Mahi. On the selective transport of nutrients through

polymer inclusion membranes based on ionic liquids. Processes, 7(8), 2019.

[148] Francisco J Hernández-Fernández, Antonia P de los Ŕıos, Luis J Lozano-
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[150] Mònica Campàs and Jean-Louis Marty. Encapsulation of enzymes using poly-

mers and sol-gel techniques. In Immobilization of enzymes and cells, pages

77–85. Springer, 2006.

[151] Sihem Haj Kacem, Said Galai, Antonia Perez de los Rios, Francisco Jose Her-

nandez Fernandez, and Issam Smaali. New efficient laccase immobilization

strategy using ionic liquids for biocatalysis and microbial fuel cells applica-

tions. Journal of Chemical Technology & Biotechnology, 93(1):174–183, 2018.

[152] Sihem HajKacem, Said Galai, Francisco José Hernández Fernandez, Anto-
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