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Resumen: Los materiales mesoporosos ordenados se aplican en catalisis, como fase activa y como soportes. En el presente trabajo
se estudia la influencia de varios parametros estructurales y quimicos en la capacidad de inmovilizacion de Lipasa de Candida antarc-
tica B (CaLB) en materiales mesoporosos ordenados (MMO). Se han preparado estructuras con poros tipo cilindrico (SBA-15, KIT-
6) asi como tipo caja (SBA-16, FDU-12). Ademas, cada material se prepara en dos composiciones: puramente siliceos y funciona-
lizados con un pequeiio porcentaje (5-10%) de grupos metilo. Los biocatalizadores finales se evaluaron en la reaccion catalitica de
hidrolisis de tributirina, y se analiz6 el lixiviado de la enzima en medio acuoso.

Palabras clave: Materiales mesoporosos ordenados, Materiales mesoporosos funcionalizados, inmovilizacién, enzimas soportadas,
biocatalizadores.

Abstract: Ordered mesoporous materials are widely used both as catalyst or support. In the present work, the role of various struc-
tural and chemical parameters in the immobilization capacity of Candida antartica B (CaLB) enzyme on OMM (Ordered Mesoporous
Materials) was studied. Two types of porous structures were prepared: cylinder (SBA-15, KIT-6) and cage (SBA-16, FDU-12) type.
Additionally, each material was synthesized in pure silica and methyl functionalized forms. Finally, the resulting catalysts were eva-
luated for the tributyrin hydrolysis reaction, and the leaching of enzyme in aqueous media was tested..

Keywords: Ordered mesoporous materials, Functionalized mesoporous materials, immobilization, supported enzymes, biocatalysts.

Introduccion

Sin duda una de las familias de materiales porosos mas impor-
tantes académica e industrialmente son las zeolitas, aluminosi-
licatos cristalinos microporosos de amplia aplicacion en cam-
pos tan diversos como la petroquimica, procesos de intercam-
bio idnico, separacion de gases, etc.ll] Sin embargo, el reduci-
do tamafio de poro de estos materiales (generalmente inferior a
1,2 nm) supone una importante limitacién en la difusién de
moléculas voluminosas, involucradas en procesos tan impor-
tantes como el craqueo de gasoil de vacio u otros en quimica
fina o industria farmacéutica, donde necesariamente se requiere
porosidad en el rango del mesoporo.[!] Hasta 1992 la mayoria
de los materiales mesoporosos inorganicos de que se disponia
eran solidos amorfos con distribucion de didmetros relativa-
mente ancha, y por tanto dudosa aplicabilidad en procesos en
los que se requiera elevada selectividad por tamafios.

Materiales Mesoporosos Ordenados

Es en ese afo cuando un grupo de investigadores de la empre-
sa Mobil Oil patenta y publica una familia de materiales bau-
tizada como M41S.12] Estos silicatos y aluminosilicatos se
caracterizan por poseer un sistema poroso ordenado con una
estrecha distribucion de diametros, acompafados de elevada
area superficial y volumen de poro. Aunque dos afios antes ya
se habia descrito la sintesis de un MMO, el FSM-16, a partir
de un silicato laminar (kanemita),[3-4] el mayor impacto pos-
terior tanto de los materiales de la familia M41S como de su
ruta de sintesis hacen que generalmente se los considere
erroneamente los primeros de su clase.
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La estrategia de sintesis supone un importante salto en el
concepto de agente director de estructura (ADE), que pasa de
ser una molécula organica (zeolitas y zeotipos) a un agregado
de moléculas anfifilicas en los MMO. Estas moléculas, tam-
bién llamadas surfactantes o agentes tensioactivos, se carac-
terizan por agregarse formando micelas esféricas cuando en
disolucion acuosa se supera una concentracion denominada
concentracion micelar critica (cmc) y siempre que se esté por
encima de la temperatura de Kraft. Asi se minimiza el con-
tacto de las colas apolares, que estan protegidas en el nicleo
de la micela, con el medio exterior acuoso, hacia el que se ori-
entan las cabezas polares. A concentraciones mas elevadas,
algunos tensioactivos evolucionan hacia un grado superior de
ordenacion, en el que a su vez las micelas se deforman y aso-
cian generando supraestructuras a las que se denomina
cristales liquidos. Estos pueden adquirir muy diversas
simetrias en funcion de factores como concentracion, temper-
atura y la na-turaleza especifica de la molécula anfifilica.

En el caso de la familia M41S, se utilizan surfactantes
cationicos de tipo alquiltrimetilamonio. Dentro del grupo, el
material mas estudiado y utilizado es el MCM-41 (siglas
derivadas del acronimo Mobile Composition of Matter), for-
mado por un empaquetamiento de canales unidireccionales en
geometria hexagonal que satisfacen la simetria impuesta por
el grupo plano p6mm. Posee areas superficiales proximas a
los 1000 m2/g, volimenes de poro mayores a 0,8 cm3/g y un
didmetro muy uniforme y facilmente ajustable entre 1,5-10
nm, aunque tipicamente en torno a 4 nm. Pese a la prepon-
derancia del material MCM-41, distintas condiciones de sin-
tesis permiten obtener otras simetrias, como es el caso de la
red tridimensional cubica bicontinua /a3d (MCM-48) o la
fase laminar MCM-50.

En 1998, un grupo de investigadores de la Universidad de
Santa Barbara liderado por el profesor G. D. Stucky logré sin-
tetizar MMO en medio fuertemente acido utilizando, entre
otros, surfactantes del grupo de los copolimeros de tres blo-
ques, generalmente conocidos por su nombre comercial
Pluronics.[5] Se trata, al contrario de las sales de amonio cua-
ternarias usadas para el grupo M41S, de tensioactivos no
ionicos, formados generalmente por un fragmento central de
oxido de polipropileno (OPP), que actiia como cola apolar, y
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dos cadenas laterales de oxido de polietileno (OPE), que
actuan como cabezas polares. De entre ellos, el mas utilizado
es el de nombre comercial P123, que responde a la formula
genérica (OPE),,(OPP),o(OPE),.

Dentro de los materiales denominados SBA (siglas derivadas
de la universidad de procedencia, Santa Barbara University),
el caso mas representativo es el SBA-15, analogo del MCM-41
sintetizado con el pluronic P123.16] En general, se trata de mate-
riales con paredes de 6xido de silicio mas gruesas que los del
grupo M418S (de hasta 60 A), lo que les confiere mayor estabi-
lidad hidrotermal. Ademas, y lo que es mas importante en nues-
tro caso, presentan mayores tamafos de poro, tipicamente en
torno a 9 nm en el caso de la SBA-15, aunque en teoria puede
ampliarse hasta 30 nm. Otro ejemplo importante de esta serie
es el SBA-16, preparado con el Pluronic F127
((OPE);04(OPP)7((OPE); ). Se trata de un material ctibico de

simetria /m3m que tiene la particularidad de presentar un sis-
tema de poros del tipo caja y ventana, con grandes cavidades
conectadas entre si por aberturas de menor tamafo, que se
disponen en estructura cubica centrada en el cuerpo.[3]

Estos dos grupos de materiales son sin duda los mas impor-
tantes dentro del mundo de los MMO y constituyen el punto
de partida de la mayoria de los desarrollos ulteriores. Con el
tiempo, la investigacion en este campo se ha desarrollado y
ramificado siguiendo diversos caminos, alcanzandose un con-
siderable grado de refinamiento que continuamente lleva al
hallazgo de nuevas estructuras y a un mejor control de las
propiedades de los materiales. Seria imposible hacer aqui un
analisis exhaustivo de todos los hitos en este campo, por lo
que simplemente se sefialan los hallazgos mas relevantes
para el presente estudio.

Desarrollos posteriores

La muestra SBA-16 sintetizada originalmente presentaba un
tamaio de caja relativamente reducido (5,4 nm), lo que unido
a la dimension bastante menor de las ventanas que las inter-
conectan entre si, hace dificil su aplicacion como soportes
enzimaticos, para lo que requeririan tamafios algo mayores.
Con el tiempo, sin embargo, se han desarrollado estrategias
que permiten expandir y controlar de forma precisa ambos
parametros de forma independiente. Primero, varios grupos
demostraron que tanto el aumento de la temperatura durante
el tratamiento hidrotermal (hasta unos 150°C) como su pro-
longacion en el tiempo conducian, en diversos materiales con
poros del tipo caja, a mayores didmetros de ventana.[’-%1 En
el caso extremo, ambos diametros llegan a igualarse, pro-
duciéndose una transicion a estructuras de poro cilindrico.
Algo mas tarde, el grupo de Ryoo combiné estas técnicas con
el empleo de mezclas de surfactantes, afiadiendo al F127
empleado en la sintesis tradicional de SBA-16 proporciones
crecientes de P123, lo que provoca el hinchado de las cajas
hasta tamafios que pueden llegar a los 9 nm.[10] De este modo,
combinando ambas técnicas se pueden modular ambas
dimensiones de forma muy precisa e independiente.

Casi todos los nuevos grupos de materiales que han ido
apareciendo se basan en variaciones sobre las sintesis ya
descritas, introduciendo aditivos o manipulando las condi-
ciones sobre la base de los surfactantes co-poliméricos en
medio acido. Por ejemplo, el grupo del profesor D. Zhao, de
la Fudan University, ha desarrollado una nueva bateria de
materiales bajo las siglas FDU, generalmente sintetizados con
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copolimeros de tres bloques como agentes directores. Asi se
llega, por ejemplo, al material FDU-12, sintetizado emplean-
do el pluronic F127, mediante la adicion de sales y de una
molécula fuertemente hidrofobica como trimetilbenceno
(TMB), que se inserta en el ntcleo de las micelas propiciando
su hinchado y provocando una transformacion de fase de
Im3m a Fm3m.I®] Se trata, al igual que la SBA-16, de una
estructura formada por cajas, pero esta vez en disposicion
clibica centrada en las caras en lugar en el cuerpo, es decir, una
red con un empaquetamiento mas compacto y mejor conec-
tividad. Ademas, tanto el tamafio de las cajas como el de las
ventanas es mayor que en la SBA-16. Estas caracteristicas lle-
varon a que, ya en el propio articulo en que se describia su sin-
tesis, se remarcara su enorme potencial como soporte de enzi-
mas inmovilizadas, mostrando un comportamiento mucho
mas ventajoso en la adsorcion de lisozima que la SBA-16.
Ademas, como en el caso de la SBA-16, la modificacion de
las condiciones en el tratamiento hidrotermal (temperatura y
tiempo) permiten variar las propiedades texturales del solido.
Otro grupo de MMO con propiedades interesante es el de la
serie KIT, desarrollada por el grupo del profesor R. Ryoo en
el Korean Institute of Technology. La sintesis de este tipo de
materiales se basa en el empleo de concentraciones de acido
menores a las habituales (generalmente en torno a 0,5 M,
aunque puede reducirse en algunos casos hasta 0,1 M). Esto
ralentiza la cinética de formacion de la mesofase, permitien-
do un mejor control del proceso. De especial interés en nues-
tro caso es la KIT-6, preparada con el surfactante P123.[11]
Gracias al empleo de butanol y KCl se obtiene una fase ctbi-
ca bicontinua /a3d, analoga del MCM-48 pero con tamanos
de poro mayores y un rango de condiciones de sintesis mucho
mas amplio. La obtencion de este tipo de fases es especial-
mente problematica y suele conducir a materiales de pequefio
tamafio de poro, como es el caso del MCM-48, o bien pre-
sentan distorsiones estructurales, como en el FDU-5.[12] El
KIT-6, sin embargo, es un MMO de sintesis reproducible en
un amplio rango de condiciones, y presenta elevados tamanos
de poro que pueden llegar hasta los 12 nm (aunque se
mantienen generalmente en torno a 8) y que se pueden con-
trolar mediante simples variaciones en el proceso. Las venta-
josas caracteristicas de conectividad de este material, con una
red tridimensional muy abierta y la presencia simultanea de
dos sistemas de canales no conectados entre si, lo hacen un
candidato idoneo para la inmovilizacion de enzimas.

Inmovilizacién de lipasa en MMO

Los MMO suponen una mejora sobre las silices amorfas
preparadas por métodos sol-gel gracias a sus propiedades tex-
turales. Ademas, la funcionalizacion de las paredes internas se
puede realizar de forma sencilla con una amplia variedad de
grupos funcionales, incluyendo cadenas hidrofobicas. Desde
su descubrimiento, los MMO se han postulado como exce-
lentes soportes de inmovilizacion de biomoléculas, y desde los
pioneros trabajos de Balkus y Diaz en 1996 [13] se han proba-
do con una gran variedad de enzimas.[14.15]

En el caso concreto de las lipasas, aunque se han logrado
algunos resultados prometedores, aun queda mucho camino
por recorrer. El tamafio habitual de este tipo de enzimas (con
diametros en torno a los 4 nm) les permite entrar en los
canales de los MMO mas comunes, aunque la difusién en un
medio de espacio tan restringido puede ser problematica y
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reducir la eficiencia del proceso.['®] Esta restriccion hace
especialmente dificil la aplicacion de las uniones covalentes,
pues el anclaje irreversible de una enzima en canales poco
mayores que su propio diametro bloquearia los poros, provo-
cando que la mayor parte de la superficie interna del material
sea inaccesible. Ademas, en el unico ejemplo de inmovi-
lizacién covalente de lipasas en MMO, (realizada mediante la
activacion de SBA-15 con glutaraldehido), aunque no se oftre-
cen datos sobre la cantidad de enzima retenida, si se describe
una baja actividad hacia sustratos voluminosos (trioleina) en
comparacion con el derivado preparado mediante adsorcion,
lo que indica un bloqueo de los poros en el primer caso.[17]
Como senald P. A. Wright en una reciente revision, se necesi-
tan poros al menos tres veces mayores que el diametro de la
enzima para poder aplicar este tipo de anclaje.['4] Es decir,
suponiendo un tamafio de la enzima de unos 4-5 nm, se
requeririan canales de 12 a 15 nm para afrontar la uniéon por
enlaces covalentes con garantias. A dia de hoy estos tamaios,
aunque alcanzables, siguen siendo poco habituales, especial-
mente en materiales con poros cilindricos.

El anclaje de lipasas mediante interacciones mas débiles,
como atraccion electrostatica o enlaces de hidrogeno se ha
probado con buenos resultados de carga enzimatica, mostran-
do el esperado efecto estabilizador frente a la temperatura
consustancial al confinamiento en espacios reducidos.[!8] Sin
embargo, el lixiviado y la consiguiente pérdida de actividad
en sucesivos ciclos de reaccion parecen dificiles de evitar.[19]
Algunas estrategias como bloquear la entrada de los poros
mediante sililacion muestran cierto éxito en evitar la salida de
la enzima, pero también reducen drésticamente su actividad,
debido a la severidad de las condiciones del proceso de
sililacion.[20.21] En todos los casos, el mecanismo de atraccion
postulado es una combinacion de interacciones de van der
Waals y atracciones electrostaticas. Esto provoca que, gene-
ralmente, la eficiencia del proceso disminuya al aumentar el
pH,[17] debido a que la silice, por encima de pH 2, presenta
una carga global negativa, mientras que el punto isoeléctrico
de las lipasas suele ser bastante mayor (habitualmente se
encuentra en torno a 6-8).

Como era de esperar, los mejores resultados hasta la fecha
se han logrado mediante el empleo de fuerzas hidrofobicas.
La funcionalizacion con grupos octilos de muestras de FDU-
12, sumada a la aplicacion de altas presiones, permite obte-
ner cargas enzimaticas elevadas y muy buenos resultados de
actividad catalitica.[22] E] mantenimiento de esta actividad a
lo largo de sucesivos ciclos de reaccion indica ausencia de
lixiviado debido al confinamiento de las biomoléculas en el
interior de las cajas. Sin embargo, el proceso es en si demasi-
ado complejo (implica la compactacion del MMO en forma
de columna cromatografica) y parece dificilmente generaliza-
ble, ademas de que sdlo resulta eficiente en materiales con
poros del tipo caja. Ademas, el material FDU-12 resulta difi-
cil de reproducir y da lugar a muchos defectos estructurales
que hacen dificil controlar su conectividad. Es mas, su estruc-
tura ni siquiera esta univocamente resuelta.

El anclaje con grupos butilo, sin embargo, resultd menos efec-
tivo y conduce a cargas aiin menores que su analogo siliceo,
aunque probablemente se deba al hecho de haberse realizado en
muestras de MCM-41 con tamafio de poro bastante pequefio
(menor de 4 nm) con lo que la reduccion adicional por la pre-
sencia de la cadena hidrocarbonada resulta mas importante que
el aumento del caracter hidrofobo del material.[23]
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En el presente trabajo se ha elegido el método de fun-
cionalizacion in-situ para, mediante la co-condensacion de
TEOS y metil-trietoxisilano (MTEOS) generar MMO tapiza-
dos con pequefios porcentajes de grupos metilo, que confie-
ran a las paredes una cierta naturaleza hidrofobica. Segui-
damente, se inmoviliza la lipasa de Candida antarctica B,
procedente de un extracto crudo suministrado por
Novozymes. Como todas las lipasas posee el dominio
hidrofébico en su superficie y su imovilizacion por este tipo
de interacciones esta bien documentada.[24]

Discusion de resultados
MMO siliceos y metilados

Se han sintetizado cuatro tipos de materiales distintos, dos
con poros de forma cilindrica (SBA-15 y KIT-6) y dos con
poros del tipo caja (SBA-16 y FDU-12). En la figura 1 se
muestran reconstrucciones tridimensionales de las cuatro
estructuras.

Figura 1. Estructura de los materiales mesoporosos sintetizados. De
izquierda a derecha: SBA-15 (p6mm), KIT-6 (la3d), SBA-16 (Im3m),
FDU-12 (Fm3m).

De los dos materiales con poros cilindricos, el SBA-15 pre-
senta una estructura plana hexagonal de canales mesoporosos
unidireccionales (grupo espacial p6mm), que estan a su vez
conectados por microporos de mucho menor tamafio. Estos
microporos no son utiles para la difusion de lipasa debido a
sus reducidas dimensiones, pero pueden jugar un papel en la
difusion de sustratos y productos a la hora de realizar las prue-
bas cataliticas. El material KIT-6, por su parte, posee una
estructura cubica (grupo espacial /a3d) formada por dos sis-
temas de canales independientes, disponiendo cada uno de
ellos de codos o interconexiones en los que conectan tres
canales. En cuanto a los materiales con poros del tipo caja,
ambos poseen estructura ctibica. En el SBA-16 las cajas estan
ordenadas en disposicion clibica centrada en el cuerpo, mien-
tras que en el caso del FDU-12 la estructura cubica esta cen-
trada en las caras.

Todas las estructuras se han preparado puramente siliceas y
con un 5% de grupos metilo. Para demostrar la incorporacion
de los grupos metilo a la estructura de la mesofase, recurrimos
a resonancia magnética nuclear de 29Si. De acuerdo con esta
técnica, podemos identificar y cuantificar las distintas especies
de silicio: Q* (atomos de silicio enlazados a cuatro grupos
—0Si), Q3 (atomos de silicio enlazados a tres grupos —OSi y un
grupo —OH u —Or, resultando en una condensacion parcial que
genera un defecto) y T3 (atomos de silicio enlazados a tres gru-
pos —OSi y a un grupo organico mediante un enlace Si-C). La
existencia de especies de esta clase en los materiales fun-
cionalizados denota la presencia de los grupos metilo.[25]

La caracterizacion estructural de esta bateria de materiales
mesoporosos ordenados se realiza por difraccion de rayos X
de polvo y microscopia electronica de barrido (SEM) y de
transmision (TEM).[26] En la Figura 2 se muestran, a modo de
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ejemplo, las imagenes de microscopia electronica y los difrac-
togramas de rayos X de algunos materiales preparados para
este estudio.

S0um

1 2200 3

Figura 2. Iméagenes de SEM (a 'y ¢) y de TEM (b y d) de las mues-
tras Me-SBA-15 (a 'y b) y Me-KIT-6 (c y d). Imagenes de TEM de
las muestras (¢) Me-SBA-16, y (f) Me-FDU-12. Difractogramas de
rayos X de las muestras SBA-15 (a), Me-SBA-15 (b), SBA-16 (c),
Me-SBA-16 (d)

Por otra parte, el estudio de la porosidad de los materiales
finales se realiza mediante isotermas de adsorcion/desorcion
de N,. Usando el método BET se obtienen los valores de area

superficial y volumen de poro. Las elevadas areas superfi-
ciales y volimenes de poro son tipicas de este tipo de MMO,
y confirman la buena relacion pared/solido y la alta porosidad
de la red (Tabla 1).

Para calcular el diametro de los poros y su distribucion de
tamarfios, el modelo tradicionalmente empleado es el BJH apli-
cado a la rama de adsorcion. Esta ampliamente demostrado
que este método infraestima el tamafio de poro, debido a que
la ecuacion de Kelvin, en la que se basa el modelo, no tiene en
cuenta las interacciones adsorbente-adsorbato. Los desarrollos
mas recientes para corregir esta desviacion se basan en la
teoria funcional de la densidad no local (NLDFT).[27:28] Si
bien, en el presente estudio, nos hemos limitado a aplicar la
metodologia tradicional mediante el método BJH, que pese a
dar tamanos algo inferiores a los reales, permite tener una idea
aproximada para los diferentes materiales.

Ademas, aunque en el caso de las estructuras formadas por
cajas el método BJH produce resultados atin menos satisfac-
torios que para los sistemas de poros cilindricos, con errores
que pueden ser de hasta el 100%, se sigue empleando con
fines comparativos. Por otra parte, la correcta evaluacion de
ambas dimensiones es necesaria para poder desarrollar una
discusion rigurosa sobre la influencia del tamafio de las ven-
tanas/cavidades en la inmovilizacion de lipasa. Es por ello
que, en colaboracion con el doctor Yasuhiro Sakamoto, de la
Universidad de Estocolmo, se ha aplicado el método de
reconstruccion tridimensional desarrollado en su grupo a las
muestras SBA-16 y Me-SBA-16.[291 Mediante este método se
extraen las fases y amplitudes de las ondas a partir de las ima-
genes de TEM, que junto con algunos datos adicionales como
el volumen de poro o el tamano de la celda unidad llevan a un
modelo matematico que representa las cavidades del material.
Las reconstrucciones asi obtenidas de las dos muestras se pre-
sentan en la Figura 3.

El método de reconstruccion tridimensional facilita los
tamafios de las cavidades y de las conexiones entre ellas,
tamaflos que esta vez si que se pueden considerar "reales", y
no tan so6lo ttiles a efectos comparativos. Estas dimensiones se
indican en las reconstrucciones de ambas muestras. Los
tamafios de poro medidos por el método BJH de todas las
muestras son grandes, por encima de 8,8 nm (Tabla 1). En las
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Figura 3. Reconstrucciones tridimensionales de las muestras SBA-
16 (a) y Me- SBA-16 (b).

muestras en las que se dispone de las reconstrucciones tridi-
mensionales, se observa una considerable discrepancia entre
ambos valores. No solo se obtienen valores casi un 50% mayor
mediante la reconstruccion (confirmando la infravaloracion de
tamafios del método clasico), sino que el orden se invierte,
resultando finalmente la muestra Me-SBA-16 mayor que la
SBA-16. Gracias a este método podemos también apreciar que
la técnica de ensanchamiento de las ventanas mediante
tratamiento hidrotermal prolongado ha sido un éxito, resultan-
do en tamafios de hasta casi 6 nm en la muestra metilada.

Resultados de inmovilizacion y actividad enzimatica

Una vez sintetizados y caracterizados, todos estos materiales
han sido probados como soportes para la inmovilizacion de la
lipasa (CaLB). Se han utilizado ademas otros dos materiales:
MCM-41 con tamafio de poro 4,7 nm;[3%] y una muestra de
silice mesoporosa de tamafio de poro grande (27,9 nm) y
estructura desordenada, donada por la empresa Silica PQ
Corporation. La caracterizacion de esta silice amorfa (deno-
minada a partir de ahora SA) se describe en la referencia 24.

Una serie de experimentos preliminares indicaron que el
pH oOptimo para la inmovilizacion, tanto en los materiales
siliceos como en los metilados, era de 5. En esas condiciones,
la silice, que tiene un punto isoeléctrico (pl) de alrededor de
2,311 se encuentra cargada negativamente, mientas que la en-
zima, con un pl de 6,[32] tiene carga neta positiva. De este
modo se puede visualizar la interaccion soporte-enzima como
una atraccion electrostatica deslocalizada. Este mecanismo ya
ha sido descrito y utilizado con éxito en el caso de otras en-
zimas, como citocromo ¢, papaina o tripsinall3l o cloroperoxi-
dasa,[331 y a ¢l se unen, en el caso de las muestras metiladas,
las posibles fuerzas hidrofobicas.

La enzima se caracteriza, como todas las lipasas, por poseer
en su superficie un dominio fuertemente hidrofébico capaz de
interaccionar con interfases. En presencia de residuos muy
hidrofébicos, como por ejemplo cadenas alifaticas largas, se
pueden llegar a formar uniones intensas. En el caso de cade-
nas cortas como metilos, se espera tan so6lo una mayor
afinidad de la enzima por las paredes del material tapizado.

Teniendo todo esto en cuenta, se estudiaron varios tipos de
efectos sobre los resultados de inmovilizacion de la enzima,
de su lixiviado en medio acuoso una vez incluida en el inte-
rior de los materiales y de la actividad catalitica final de los
biocatalizadores soportados.

Lo primero que se observa es que la maxima carga, 45
mg/g, se obtiene en la muestra de silice amorfa (SA). Se pone
asi de manifiesto la crucial importancia del tamafio de los
poros en el comportamiento de los soportes, algo que ya se
habia observado en los primeros estudios realizados sobre
inmovilizacién de enzimas en MMO.[13] Segtn los estudios
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Tabla 1. Didametro de poro SgeT
Material (am) (¥g)
MCM-41 4,7 595
SA 27,9 305
SBA-15 8.8 890,3
Me-SBA-15 79 793,7
KIT-6 8,4 9172
Me-KIT-6 7,7 983.,6
SBA-16 10,2 658,5
Me-SBA-16 8.8 507.8
FDU-12 10,4 261,2
Me-FDU-12 9,7 627,6

realizados con vidrios de tamafio de poro controlado, las
restricciones al acceso de la enzima al interior de los canales
solo desaparecen completamente cuando el tamafio de poro es
al menos 4 6 5 veces superior al didmetro de la enzima.[16]
Como la dimension mayor de la CaLB es de unos 5 nm, el
material SA representa la inmovilizacion en ausencia de
restricciones por tamafios de poro, mientras que en el resto de
MMO este factor limita la eficiencia. Al aumentar el tamafio
de poro, la difusion de la lipasa por el interior de los canales
se ve facilitada, lo que acelera el proceso y se manifiesta en
menores tiempos de contacto. A la vez, un poro mayor se blo-
quea con mas dificultad, permitiendo entrar mayor cantidad
de lipasa, de modo que la carga final aumenta. Esto sucede
hasta que se alcanza un determinado tamaio critico. Mientras
que ambas tendencias se manifiestan en los materiales de
poro creciente MCM-41 (4,7 nm), KIT-6 (8,4 nm) y SBA-15
(8,8 nm), apenas hay diferencia entre esta Gltima muestra y
SA (27,9 nm) pese a poseer poros mas de tres veces mayores.
Sorprende, ademas, la independencia de estos resultados
respecto a la estructura de los sistemas porosos. El tnico fac-
tor que parece afectar es el didmetro, mientras que la mejor
conectividad ofrecida por el sistema cubico tridimensional de
la muestra KIT-6 no supone una mejora respecto a los canales
monodimensionales de la SBA-15. Los microporos que
comunican los canales principales son en general demasiado
pequeios, por lo que no influyen en la inmovilizacion.

Vemos por tanto que, en ausencia de interacciones especifi-
cas, la restriccion del tamafo de poro en sistemas cilindricos
desaparece en torno a los 9 nanometros, aproximadamente el
doble del tamafio de la enzima, no siendo necesario contar
con esos didmetros 4 6 5 veces superiores. La explicacion a
esta diferencia con el dato bibliografico esta en los tamafios
de particula. Mientras que en su articulo Bosley y Clayton tra-
bajan con particulas de entre unos 50 y 500 um de diametro,
el andlisis por SEM reveld que las de los MMO son de entre
1 y 10 um. Esto practicamente elimina el problema de la
difusion interna, que ahora sélo se hace patente cuando los
poros son tan pequefios que la enzima apenas cabe. Por tanto,
en ausencia de funcionalizaciéon y de uniones intensas, ni
aumentar el tamafio por encima de dos veces el diametro de la
enzima ni tratar de mejorar la conectividad logrard una
inmovilizacion mas eficiente.

Los dos materiales metilados de este tipo (Me-SBA-15 y
Me-KIT-6) muestran una carga menor que sus analogos
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Volumen de poro Tiempo de contacto Carga
(em/g) (min) (mg/g)
0,82 1440 10
2,70 120 45
1,31 120 44
1,01 200 23
1,20 280 37
1,29 50 35
0,73 1440 5
0,85 1440 30
0,38 1440 28
0,98 10 37

siliceos. Entre los factores que pueden contribuir a la reduc-
cioén en la carga de enzima destacamos el menor caracter
hidrofébico de los grupos metilo comparado con otros tales
como octilo[22. 241 o butilo[23] utilizados por otros autores y la
reduccion en el volumen y tamafio de poro debido a la fun-
cionalizacion de la superficie con grupos metilos.

Respecto a las dos estructuras formadas por cajas (SBA-16
y FDU-12), lo primero que se observa es un salto cualitativo
en los tiempos de contacto: mientras que casi todas las mues-
tras de poro cilindrico alcanzaban su carga maxima en un
tiempo de en torno a dos horas, ahora se precisan 24 para lle-
gar al equilibrio en la mayoria de los casos. La razon esta en
el reducido tamafio de las ventanas que dan acceso a las cajas,
con dimensiones muy parecidas al didmetro medio de la
lipasa. De hecho, y aunque s6lo disponemos de datos fiables
del diametro de la ventana para dos de las muestras, es muy
probable que en muchas ese tamafio sea inferior a una o varias
de las dimensiones de la enzima (3 x 4 X 5 nm), pues ventanas
de mas de 5 nm de didmetro son inusuales. Debido a esto, la
enzima debe orientarse en la direccion adecuada para poder
difundir a través de la estructura y avanzar de una caja a otra,
lo que provoca la ralentizacion del proceso.

En cuanto a las muestras metiladas, la Me-SBA-16 presen-
ta un comportamiento mucho mejor que su analogo siliceo.
Sin embargo, esta mejora puede ser mas debida al ensan-
chamiento de sus dimensiones que al agente funcionalizante
en si, que ya mostro tener poco efecto en la inmovilizacion en
materiales cilindricos. Ademas, los espectros de RMN de 29Si
revelaron que la incorporacion de metilos en esa muestra
concreta no habia sido completa, con lo que su influencia es
ain menos probable.

La muestra Me-FDU-12, por su parte, ofrece resultados
sorprendentes. Sufre una inmovilizacién rapidisima, en unos
pocos minutos, hasta valores proximos a 40 mg/g, bastante
por encima del resto de MMO con poros del tipo caja. Este
fendémeno atin no ha podido ser explicado completamente. Es
posible que el tamafio de las ventanas sea mucho mayor que
en el resto de las muestras, aunque en este caso no es posible
aplicar el método de reconstruccion dada la naturaleza no
ordenada de la red porosa (Figura 2f). Ademas, la isoterma de
este material presentaba un gran volumen adsorbido en la
region del macroporo, lo que podria estar indicando la pre-
sencia de algunas cavidades de gran tamafo, aunque es mas
probable que se deba a la porosidad entre particulas.
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Al poner en contacto de nuevo los biocatalizadores con un
medio acuosos para estudiar el lixiviado, nos encontramos de
forma general que ciertos factores que no influian en la inmo-
vilizacién, como la tortuosidad, la presencia de grupos metilo
o el tamafio de poro por encima de 9 nm, si que lo hacen en el
lixiviado. El motivo de este comportamiento no estd claro,
aunque podria estar relacionado con la estabilizacion de la
enzima en el interior de los canales. Dentro del sélido seco
puede que la enzima, con el tiempo, pueda ir aumentando la
intensidad de su interaccion con la pared de la silice, volvien-
do el proceso mas sensible a variaciones en esos factores.

La actividad de los biocatalizadores preparados fue proba-
da en la reaccion de hidrolisis de la tributirina. Se trata de
comprobar si la enzima mejora o al menos mantiene su activi-
dad cuando se encuentra confinada en espacios apenas ma-
yores que sus propias dimensiones. Los resultados de estos
experimentos se muestran en la Figura 4. Hablamos de activi-
dad en términos de eficiencia catalitica, que es la relacion
entre la actividad del catalizador (wmoles de tributirina
hidrolizados por minuto y por gramo de catalizador) y la
carga enzimatica que contiene. La eficiencia catalitica se
expresa por tanto en unidades de actividad por miligramo de
enzima que contiene el biocatalizador. Para cada tipo de mate-
rial (SBA-15 y KIT-6) se muestran los datos de la muestra
silicea y de la metilada, ademas de la muestra de SA en todos
los casos, para facilitar la comparacion.
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Figura 4. Eficiencia catalitica de los materiales de poro cilindrico en
la reaccion de hidrolisis de tributirina.

Las dos muestras de MMO siliceas (KIT-6 y SBA-15) pre-
sentan actividades alrededor de un 40% menores que la SA,
siendo algo mayores (un 10%) en el caso de la KIT-6.
Efectivamente, es de esperar que el menor tamafio de poro de
las muestras KIT-6 no influya en la difusion del sustrato,
mucho menor que la enzima, mientras que la mayor conec-
tividad que ofrece si que supone una ventaja. En comparacion
con la SA, sin embargo, el espacio en ambos MMO es mucho
mas reducido, y la flexibilidad de la enzima menor, lo que
causa esa considerable reduccion de actividad. En el articulo
de Bosley y Clayton con vidrio de tamafio de poro controla-
do,l16] ademas de lo ya expuesto, se concluia que, para que la
difusion interna no influyera en la velocidad de reaccion ni
por tanto en la actividad catalitica, los poros debian tener al
menos 100 nm de didmetro. Para explicar la diferencia con
respecto a la difusion de la enzima (siendo, sin embargo, los
sustratos de reaccidon mucho menores) alegaban el menor
tiempo de contacto aplicado en las reacciones con respecto al
contacto con la lipasa en los experimentos de inmovilizacion.
Esto también podria explicar la actividad inferior de los
MMO con respecto a la SA, cuando, sin embargo, los
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tamanos de particula son mucho menores. Por otro lado, los
derivados obtenidos a partir de los MMO metilados exhiben
una actividad mayor que las muestras sin funcionalizar.
Probablemente, este efecto viene provocado por dos motivos.
Por un lado, la naturaleza hidrofobica de las paredes meti-
ladas del material hace que la enzima se acomode con el bol-
sillo hidrofobico orientado hacia ellas. Esto dificulta que las
lipasas se agreguen a través de sus respectivos bolsillos
hidrofobicos, un fenomeno muy tipico en disoluciones con-
centradas y que conduce a pérdida de actividad. Ademads, el
sustrato de la reaccion (tributirina) es una molécula muy
hidrofobica, lo que favorece su entrada y difusion en los poros
por la presencia de los grupos metilo, y permite también que
se alcancen altas concentraciones locales de sustrato en el
microentorno del enzima, mientras que el glicerol resultante
es muy hidrofilico, lo que facilita su salida. Todo ello resulta
en un aumento de la velocidad de reaccion global.

En la Figura 5 se resumen los resultados de actividad hacia
la hidrolisis de tributirina de los materiales del tipo caja SBA-
16 y FDU-12 siliceos y metilados, junto con los datos de SA
en ambos casos.
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Figura 5. Eficiencia catalitica de los materiales de poro tipo caja en
la reaccion de hidrélisis de tributirina.

En el caso de las muestras con simetria /m3m (SBA-16), el
material metilado presenta de nuevo una actividad mayor a la
del material sin funcionalizar, probablemente por los mismos
motivos que en los MMO de poro cilindrico: la reduccion de
la agregacion enzimatica, aumento local de concentracion de
sustrato y la mejora en la difusion de sustratos y productos.
Sin embargo, esta mejora es menor que la que mostraban los
materiales metilados cilindricos respecto a sus analogos
siliceos. La razon esta, probablemente, en la incorporacion
incompleta de la funcién organica, que hace que su hidrofo-
bicidad sea atin menor que en las demas muestras metiladas.

La muestra Me-FDU-12 tiene de nuevo un comportamiento
diferente al resto. Su actividad es mucho mayor que la de su
analogo FDU-12, e incluso superior a la de la silice amorfa
SA. Esto es una nueva prueba de que el tamafio tanto de sus
cavidades como de sus ventanas es, probablemente, mayor que
el del resto de materiales, lo que unido a un porcentaje mayor
de grupos metilo (10%) provocaria esta notable mejora.

Resumen y Conclusiones

En muestras mesoporosas siliceas de poro cilindrico y
pequeno tamafo de particula, las restricciones a la difusion
interna desaparecen cuando el didmetro de los canales es
aproximadamente el doble que el de la enzima. Diametros
mayores no suponen una mejora del proceso, ni en cantidad
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de enzima retenida ni en tiempo de contacto. El pequefio
tamafio de particula de estos MMO (por debajo de las 10 wm)
explica que las limitaciones por tamafio desaparezcan tan
pronto, al contrario de lo publicado en estudios anteriores. Por
otro lado, para aprovechar la hidrofobicidad de la lipasa
habria que usar residuos mas hidrofébicos. La mayor tortuo-
sidad o conectividad de la red porosa tampoco conlleva dife-
rencias importantes. Sin embargo, ambos factores (presencia
de metilos y conectividad de la red) si que parecen influir po-
sitivamente en evitar el lixiviado de la enzima cuando el
soporte se suspende en medio acuoso, quizd debido a una
cierta estabilizacion de la lipasa dentro del canal.

Como era de esperar, el acceso de la enzima estd mas difi-
cultado en los materiales con poros del tipo caja, debido al
reducido tamafio de las ventanas que dan acceso a las cavi-
dades. Es mas, se ha podido comprobar como materiales con
un poro cilindrico del mismo tamafio que la ventana de un
material de tipo caja logran mayores cargas enzimaticas en el
mismo tiempo. Sin embargo, una vez en su interior (gracias a
la prolongacién del tiempo de contacto), la enzima esta atra-
pada mucho mas eficazmente, y como consecuencia el lixi-
viado en medio acuoso es mucho menor. La muestra Me-
FDU-12, por el contrario, presenta un comportamiento mas
parecido al de una silice amorfa, probablemente debido a la
naturaleza desordenada de la red porosa. Las muestras meti-
ladas presentan actividades algo superiores a las siliceas.

Todos los criterios generales establecidos en este trabajo
pueden ser aplicados en el futuro en cualquier estudio sobre
inmovilizacion de enzimas en MMO, y se espera que sean una
herramienta Util para dirigir y explicar una gran variedad de
resultados.

Este trabajo supone tan s6lo una aproximacion genérica a
un tema tan amplio como la encapsulacion de lipasas en
MMO. A partir de aqui, la investigacion se puede ramificar
siguiendo diversos caminos.
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