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Resumen. Los liquidos idnicos presentan una gran utilidad como disolventes y también como medio de
reaccion, debido a que tienen una presién de vapor practicamente nula y una alta estabilidad quimica,
mecanica y térmica, lo que permite su reutilizacién. Se ha desarrollado un derivado enzimatico inmovilizado en
membranas poliméricas de inclusion basadas en liquidos i6nicos para la sintesis de esteres.
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Abstract. lonic liquids are very useful solvents as well as reaction medium due to their negligible vapor pressure
and high chemical, mechanical and thermal stability, which allow the reuse. An immobilized enzyme derivative
in polymeric membranes based on ionic liquids has been developed for the synthesis of esters.
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1. Introduccion

Dentro del ambito de la Quimica verde, se propugna
la sustitucion de disolventes organicos por liquidos
i6nicos y su uso como medio liquido en membranas
liquidas soportadas. Para ello se han desarrollado
nuevos derivados inmovilizados con enzimas basados
en el empleo de liquidos i6nicos ocluidos en
membranas de PVC. La pérdida de actividad
enzimatica debida a la inmovilizacion ha sido
contrastada con la de la enzima libre.

Con el uso de liquidos i6nicos en la produccion de las
membranas, se han obtenido nuevos reactores
enzimaticos de manera que la actividad, selectividad
y estabilidad del enzima ha sido potenciada. Estos
reactores permiten una sencilla separacion del
catalizador bioldgico del medio de reaccion,
ofreciendo la posibilidad de ser reutilizados.

Su aplicacion se puede enfocar a procesos mas
respetuosos con el medio ambiente en los que se
consumen menores cantidades de disolventes
organicos como hexano. Sin embargo, la actividad
catalitica de la enzima disminuye notablemente con
el empleo de liquidos iénicos miscibles con agua ya
gue provocan su desnaturalizacion. Frente a esto la
inmovilizacién enzimatica es un método muy
empleado  para  estabilizar  biocatalizadores.
Paralelamente permite reducir costes asociados a los
procesos de reutilizacion del catalizador facilitando
su separacion de una forma mas eficiente.

Se han obtenido buenos resultados inmovilizando la
enzima lipasa B de Candida antarctica mediante
absorcion y entrecruzamiento covalente sobre soporte
de polipropileno de forma que se mantenia la
actividad catalitica en los liquidos iénicos probados
que, a priori, desactivaban la enzima libre.

La industria de quimica fina demanda membranas
que permitan la separacién de sustratos por grupo
funcional.

1.1. Enzimas

Las enzimas son proteinas que tienen la funcién de
catalizar las reacciones quimicas en los sistemas
vivos, acelerando la velocidad de las mismas hasta
cientos de miles de veces, y haciéndolas mas
efectivas, ya que se requiere muy poca cantidad de
una enzima para producir altos grados de
transformacién. Para ello, la energia de activacion
enzimética debe ser significativamente menor que la
de la reaccién no enzimética.

Las enzimas poseen una estructura tridimensional que
determina las sustancias especificas sobre las que
pueden actuar, lo que generalmente hace de ellas
unos catalizadores muy selectivos, permitiendo
incluso la distincion entre los componentes de una
mezcla racémica.

Al estar destinadas a comportarse como catalizadores
biol6gicos, han sido concebidas para actuar en
medios acuosos y en condiciones muy suaves de
presion, temperatura y pH, lo que las diferencia
enormemente de los catalizadores inorgénicos. No
obstante, se han usado con éxito en condiciones "no
convencionales”, como los medios organicos,
liquidos i6nicos y sustratos artificiales.

1.2. Medios no convencionales de reaccion
en biocatalisis

Las enzimas estan disefiadas para realizar una
funcion catalitica sobre todas las reacciones que
tienen lugar en el interior de las células de los seres
vivos en las que se encuentran presentes. El
disolvente predominante en el interior de las células
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es el agua, aunque las enzimas no son capaces de
funcionar correctamente en medios formados
Unicamente por agua pura. En su ambiente nativo lo
hacen en entornos compuestos por lipidos, proteinas
y otras especies ionicas ademas de agua. De acuerdo
con lo anterior, el medio acuoso podria definirse
como el "medio convencional” en el que las enzimas
desarrollan su accion. Cuando se emplea el término
"medios no convencionales" se hace referencia a
medios no acuosos.

La mayoria de los compuestos orgénicos son
insolubles en agua, y en ella pueden tener lugar
reacciones colaterales no deseadas (hidrdlisis,
racemizaciones, etc.). El equilibrio termodinamico de
muchos procesos es desfavorable en agua, y la
recuperacion de los productos no es trivial (el agua es
un disolvente dificil de eliminar por su alto punto de
ebullicion y calor de vaporizacién). Ademas, el agua
puede dar lugar a numerosas reacciones de
desactivacion enzimatica irreversible, por lo que
contar con medios no acuosos o de actividad de agua
reducida previene contra esta desactivacion vy
contribuye a aumentar la estabilidad de la enzima.

Independientemente del medio utilizado, la expresion
de la actividad catalitica de la enzima necesita del
mantenimiento de su estructura nativa tridimensional,
para lo cual se requiere la presencia de un contenido
minimo o critico de agua. En muchos de estos casos
no hay mas que una fase acuosa microscopica
disuelta, correspondiente a aquella que esta unida al
biocatalizador y le permite al mismo adoptar dicha
conformacion activa, sin la cual no podria funcionar.

Muchas enzimas siguen siendo activas al
suspenderlas en disolventes organicos no polares que
contienen muy poca agua. Las disoluciones altamente
no polares no son disolventes para las proteinas y no
interaccionan con la enzima o con el agua de su
superficie. Ademas, los disolventes no polares son,
con frecuencia, pobres disolventes para sustratos de
interés.

Por otro lado los disolventes organicos polares
proporcionan un mejor medio de reaccion para
muchas aplicaciones de tipo industrial y sintético. No
obstante, los disolventes organicos polares de interés
practico, como la acetona o la dimetil-formamida,
interaccionan fuertemente con la enzima y las
moléculas de agua asociadas a la misma, reduciendo
0 destruyendo totalmente su actividad catalitica, por
lo que se buscan otras alternativas. No todas las
enzimas responden de la misma manera al ser
suspendidas en medios no acuosos y este hecho
parece estar fuertemente relacionado con la capacidad
del medio para separar las moléculas de agua de la
superficie proteica.

Desafortunadamente no existe una relacion directa
entre la pérdida de actividad enzimatica en
disolventes no acuosos y la polaridad del disolvente.
En general, al aumentar la polaridad del disolvente
organico disminuye la actividad enzimatica.

El principal factor en el efecto que tienen los
disolventes organicos sobre los biocatalizadores no es
su interaccion directa con las moléculas de enzima,
sino con el agua unida a las mismas.

Considerando un medio totalmente deshidratado y
otros a los que se les ha afiadido pequefias cantidades
de agua, se puede observar que la actividad aumenta
al hacerlo la cantidad de agua presente hasta alcanzar
una determinada cantidad, y a partir de ahi comienza
a decrecer conforme sigue aumentando la cantidad de
agua. Esto se debe a que si hay una elevada cantidad
de agua presente, la enzima puede hidratarse
totalmente y rodearse por varias capas de agua que
dificulten el acceso de los sustratos hidrofobicos al
centro activo.

1.3. Membranas poliméricas de inclusion
basadas en liquidos ionicos (PILMs)

Los liquidos i6nicos se pueden definir como sales
cuya temperatura de fusion esta por debajo de 100°C.
Realmente la mayoria de los liquidos idnicos que
aparecen en la literatura son liquidos a temperatura
ambiente. La diferencia de los liquidos iénicos con
las sales fundidas se encuentra en que los liquidos
i6nicos se presentan liquidos a temperaturas mas
bajas que las sales fundidas. La principal
caracteristica de los liquidos ionicos, que comparten
con las sales fundidas, es el amplio intervalo de
temperatura en el que se presentan liquidos. Los
liquidos idnicos estan formados por un anién y por un
catibn organico muy asimétrico, lo cual le
proporciona una estructura poco compacta que
requiere tan solo un pequefio aporte de energia para
separarlas, mientras que las sales fundidas son muy
compactas.

Las membranas liquidas soportadas (SLM) consisten
en soportes porosos en los cuales se ocluye un liquido
[1]. El uso de los liquidos idnicos a temperatura
ambiente como fase liquida en SLMs es
particularmente interesante debido a que hace posible
la obtencidén de membranas mas estables gracias a su
caracter no volatil, a la posibilidad de minimizar la
solubilidad en las fases circundantes mediante la
adecuada seleccion del cation y del anién
constituyentes del liquido i6nico y a la alta fuerza
capilar asociada a su alta viscosidad, que permite
reducir el desplazamiento del liquido i6nico de los
poros bajo presion. Todo ello hace posible obtener
membranas liquidas soportadas muy estables, sin
pérdida observable de liquido iénico a la atmésfera o
a las fases en contacto. Otras propiedades interesantes
de los liquidos i6nicos para ser utilizados en
membranas liquidas soportadas son su elevada
estabilidad térmica, su alta conductividad iénica y su
nula inflamabilidad. Ademas, son capaces de disolver
una amplia variedad de compuestos tanto organicos
como inorganicos a la vez que son inmiscibles con
nuUMerosos compuestos organicos e incluso con agua.

Por otra parte, las membranas poliméricas de
inclusién basadas en liquidos idnicos (PILM) se
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obtienen mediante la mezcla de un polimero organico
y un liquido i6nico en presencia de un disolvente
organico. El resultado es una membrana densa con
liquido i6nico ocluido en una matriz pléastica.

2. Materiales y metodos
2.1. Ensayo de reaccion

Se ha empleado como reaccion de ensayo la
transesterificacion de butirato de vinilo (150mM) con
1-butanol (150mM) obteniéndose butirato de butilo
[2]. Como liquido idnico ocluido en la membrana de
PVC sera usado hexafluorofosfato de 1-metil-3-octil-
imidazolio [omin+][PF6-]. Todos los reactivos
utilizados son de la maxima pureza disponible.

CH;-CH;-CHzCOOCH=CH ;  |jpasa CH3-(CH2);-COO-{CH 3)5-CHy
+ —tgn +
CH3-(CHZ):-CH ;0H CH;-CHO

Fig. 1. Reaccion de sintesis de butirato de butilo.

Se han preparado dos membranas, una con presencia
de buffer fosfato y otra con el preparado enzimatico
comercial y se ha llevado a cabo una reaccién para
determinar la actividad catalitica de estos derivados
enzimaticos inmovilizados frente a la enzima libre.

—s—Butirato de vinilo

—=—1-Butanol

—s—Butirato de butile

Fig. 2. Ejemplo de un perfil de reaccion a 30°C.

3. Resultados y discusion

La eficacia de la accion enzimatica se ha cuantificado
mediante la actividad especifica que se define como
unidades de actividad sintética por miligramo de
proteina. Se define una unidad de actividad sintética
como la cantidad de enzima que es capaz de realizar
la sintesis de lpumol de éster alquilico (butirato de
butilo) por minuto.

Myt pyr — Pendiente inicial de la curva de sintesis de Butirato de Butilo
107 expresada enmol - (1, - miny.
reocckin | Cea = Concentracion de proteina del preparado enzimatico
I’C{Llli Veat - Volumen de preparado cnzimético lilizado.
Vieaeeion = Volumen total de reaceion (1 mL)
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Los valores de actividad especifica obtenidos vienen
reflejados en la Tabla 1. De la comparacion de los
valores de actividad especifica de los reactores con
PILMs y el reactor con enzima libre se desprende,
como resultado méas importante, que la actividad de la
enzima inmovilizada es mayor que la de la lipasa
libre.  Estos  resultados son  especialmente
transcendentes ya que lo normal es que la

inmovilizacién de la enzima disminuya su actividad
especifica. EI nuevo método de inmovilizacion que
emplea liquidos idnicos ha logrado superar este
héndicap que presentan los derivados enzimaticos
convencionales. Ademads, la actividad en el reactor
que contiene el derivado inmovilizado diluido con la
disolucién reguladora de pH fue mayor que cuando se
empled cuatro veces mas de enzima sin diluir. Este
hecho puede ser explicado por el efecto estabilizante
del tampdn y por la agregacion enzimatica que se
produce cuando se emplea mayor cantidad de enzima,
principalmente en el caso de la enzima libre [3]. El
incremento de la agregacion enzimdtica reduce la
cantidad de enzima en contacto con los substratos y
por tanto, la actividad catalitica.

Tabla 3 Actividad especifica de los diferentes
biocatalizadores.

Reactor ';té\é:%ig
PILM buffer 7.9
PILM 6.4
Enzima libre 315

4. Conclusiones

La actividad especifica de este nuevo derivado
inmovilizado es mayor que la de la lipasa libre,
consiguiendo un nuevo biocatalizador que mantiene
su actividad e incluso la incrementa con una cantidad
de lipasa menor.

Por lo tanto se ha demostrado que el empleo de
liquidos idnicos permite obtener unos derivados
enzimaticos  inmovilizados, con  propiedades
cataliticas similares o incluso mejores que la lipasa
libre, con la ventaja afiadida que se puede separar del
medio y reutilizar.
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