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Resumen

En este plan de trabajo se disefiardn, sintetizaran y caracterizaran silicas mesoporosas nanoestructuradas a
partir de agentes moldeantes renovables (monoestearato de glicerilo y glicerol) para desarrollar catalizadores
heterogéneos, a fin de evaluarlos en reacciones de esterificacién de relevancia en el campo de la quimica fina.
Estos materiales se modificaran mediante el método de impregnacién himeda, con contenido de Ca 2,5 % p/p.
Los catalizadores seran caracterizados por isotermas de adsorcién y desorcién de N», Area superficial por método
Brunauer-Emmett-Teller, Difraccién de Rayos X y Espectroscopia Infrarrojo. De esta manera se pretende
aportar sustentabilidad a la industria quimica, a partir del empleo de glicerol residual y/o monoestearato de
glicerilo para la sintesis de los soportes cataliticos mesoporosos y de una via enzimatica de esterificacion que
permite condiciones de reaccion suaves y eco-compatibles.
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Abstract

In this work plan, nanostructured mesoporous silicas will be designed, synthesized and characterized from
renewable molding agents (glyceryl monostearate and glycerol) to develop heterogeneous catalysts, in order to
evaluate them in esterification reactions of relevance in the field of fine chemistry. These materials will be
modified by the wet impregnation method, with Ca 2.5 % w/w content. The catalysts will be characterized by N,
adsorption and desorption isotherms, Brunauer - Emmett - Teller surface area analysis, X-Ray Diffraction and
Infrared Spectroscopy. In this way, it is intended to bring sustainability to the chemical industry, from the use of
residual glycerol and/or glyceryl monostearate for the synthesis of mesoporous catalytic supports and an
enzymatic esterification pathway that allows mild and eco-compatible reaction conditions.

Keywords: Surfactant, Renewable, Mesoporous silica, Immobilization, Esterification.

Introduccion

En la actualidad la industria quimica se enfrenta a grandes retos asociados con la reducciéon de costos, la
mejora de la calidad, la seguridad, la proteccion de la salud y los requisitos medioambientales. La catdlisis es hoy
una de las encargadas de afrontar dichos desafios presentes en diversos procesos quimicos, entre ellos los de
Quimica Fina. Esta ultima, se caracteriza por la sintesis y produccién industrial de productos quimicos de
altisimo valor agregado, tales como la produccién de disolventes organicos, materias primas para
polimerizaciones, productos de partida para la sintesis de agroquimicos, sintesis de principios activos para la
industria farmacéutica, antibiéticos y sustancias utilizadas en la industria alimenticia, entre otras (Bommarius
etal., 2011).

Dentro de las reacciones de importancia econémica en la industria de quimicos finos se encuentra la
produccion de ésteres, compuestos de alto valor afiadido que conforman fragancias y sabores. Estas sustancias
son producidas mediante reacciones de esterificaciéon o transesterificacion y son utilizadas en la industria
alimenticia, farmacéutica y en la obtencion de productos de higiene personal (Meneses et al., 2017). La mayoria
son extraidos de fuentes naturales y muchos de ellos son dificiles de aislar de sus matrices. Por su parte, los
procedimientos basados en la producciéon de ésteres por vias tradicionales requieren el uso de catalizadores
inorgdnicos a temperaturas entre 200-250°C y la generacion de subproductos que contaminan el producto
deseado, siendo esto una gran desventaja para la industria en general. Para superar tales inconvenientes en los
ultimos afios ha surgido el empleo de sistemas enzimaticos comerciales que sustituyen a los catalizadores
homogéneos acidos utilizados en Quimica Fina para la sintesis de ésteres, éteres y amidas (Gao et al., 2016). Los
procesos biocataliticos ofrecen ciertos atractivos frente a la catdlisis quimica tradicional como el aumenta en
la velocidad de reaccidn, regulacion de la actividad catalitica, estereoselectividad, biodegradabilidad, utilizacién
de materia prima renovable y condiciones de reacciéon menos agresivas, ofreciendo eficiencia, selectividad,
simplificacion de las operaciones y promoviendo la Quimica Verde. Sin embargo, el uso industrial de las enzimas
presenta una serie de inconvenientes relacionados con su vida ttil, su estabilidad frente a diversos agentes
(oxidantes o reductores, pH, temperatura), su separacion del medio de reacciéon y el elevado costo de su
produccion. En este sentido, la inmovilizacion de especies biolégicamente activas sobre matrices inorganicas
(resinas, 6xidos, soportes mesoporosos, etc.) combina la selectividad de las reacciones enzimaticas con las
propiedades quimicas y mecénicas del soporte brindando una solucién a las desventajas anteriormente
mencionadas. (Popova et al., 2018). Dentro de los posibles sélidos a emplear como soportes, los tamices
moleculares mesoporosos presentan propiedades especificas muy atractivas para tal fin: grandes areas (~1000
m?/g) y volumen de poros (~1 cm?/g), comportamiento hidrofébico o hidrofilico, posibilidad de interacciones
electroestaticas, resistencia mecdnica y quimica, sistema de poros del orden de 2 a 10 nm que hace posible
discriminar moléculas de acuerdo con su tamafio y permitir la difusion del sustrato y el producto (Ferrero et al.,
2016).

Para la sintesis de estos sélidos, los surfactantes usados convencionalmente, tales como Triton X-100, Pluronic
P123 y bromuro de cetiltrimetil amonio (CTA), son de naturaleza diversa: catiénicos, anidnicos, aminas,
polimeros, entre otros. Su seleccion depende de las caracteristicas morfoldgicas requeridas para las micelas a
formarse durante la sintesis de la estructura porosa deseada. La mayor desventaja de estos surfactantes es su
costo y lanecesidad de importarlos debido a que ninguno es producido localmente. En la actualidad la posibilidad
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de reemplazar los surfactantes convencionales por porégenos alternativos, renovables y de menor costo presenta
gran interés cientifico y tecnolégico. Estudios recientes muestran las ventajas de usar surfactantes no iénicos
(neutros), con relacion a surfactantes que involucran interacciones electrostaticas, tales como su facil remocion
y tendencia a producir estructuras con paredes mas gruesas y solidos de menor tamafio de particula, lo cual
mejora la estabilidad y la textura porosa. Asi, se contempla la utilizacién de agentes moldeantes econdmicos y de
alta disponibilidad comercial, especificamente el glicerol (Gli) y el monoestearato de glicerilo (MEG), los cuales
son derivados de la industria oleoquimica. En la dltima década y como consecuencia del impulso en la
produccion de biodiesel a partir de aceites vegetales, se ha generado un exceso de glicerol, convirtiéndose en un
residuo mas que en un subproducto de interés. Con este escenario, muchos investigadores se esfuerzan por
desarrollar estrategias econdémicas para el uso de glicerol crudo con la finalidad de hacer sostenible el costo y la
produccién de biodiesel a largo plazo. La naturaleza quimica de este polialcohol orgdnico con tres grupos
hidroxilos, le confiere un caracter polar e hidrofilico ademds de ser un liquido viscoso, no téxico y de bajo precio.
Todas estas caracteristicas hacen que sea sumamente interesante su uso como moldeante no i6nico de la
estructura porosa para la produccién de materiales mesoporosos. (Navlani-Garcia et al., 2019) Segtin algunos
reportes, las silices producidas en estas condiciones son hidrotérmicamente mas estable que las silices MCM-48,
MCM-41 y SBA-15 (Pefia et al., 2008). Debido a que el Gli tiene un tamafio molecular relativamente pequeilo, se
espera que genere poros pequefios en la silice; por lo tanto, para tratar de aumentar el tamafio de dichos poros
se propone también el uso adicional de MEG. Asimismo, la posibilidad de modificar la red silicea con diferentes
metales alcalinos provee también la oportunidad de explorar estrategias que combinen sinérgicamente la
reactividad del soporte con la de la enzima inmovilizada. Se ha demostrado que materiales mesoporosos
modificados con calcio o sodio incrementan la actividad de la lipasa inmovilizada Pseudomonas fluorescens para
producir biodiesel (Ferrero et al., 2020). Por lo tanto, estudiar el efecto de metales soportados sobre la actividad
de la enzima inmovilizada constituye también otro desafio para este trabajo.

Desarrollo

Sintesis de los materiales

De lo planteado en el plan de tesis, se ha logrado sintetizar los materiales empleando como reactivos: el
tetraetoxisilano (TEOS) como fuente de Si, los porégenos Gli y MEG como directores de la estructura, etanol como
solvente, HCl como regulador de pH y NaF como inductor de la condensacion de la silice. Luego de uno, dos y
tres dias de tratamiento hidrotérmico a 85 °C, filtracion, secado a 60 °C durante 24 h y de calcinacion con flujo de
aire a temperatura controlada, se obtuvieron las silices mesoporosas que fueron identificadas como “Matriz Gli
zD” y “Matriz MEG zD”, siendo z la cantidad de dias que se hayan sometido a tratamiento hidrotérmico las
muestras (de uno a tres dias). Posteriormente, a través de la técnica de impregnacion humeda, se modificaron
las matrices con un contenido de Ca del 2,5 % p/p, utilizando CaCl, como sal precursora; se mezclo el soporte con
una solucidn acuosa de la sal del metal y a continuacion se removid el agua con un evaporador rotatorio a 60 °C.
El sélido resultante se secd y calciné en mufla. Se estudiaron como variables la naturaleza de la sal precursora,
porcentaje de carga del metal y temperatura de calcinacién. El material obtenido fue identificado como “Matriz
MEG/2,5” Ca o “Matriz Gli/2,5 Ca”. Por ultimo, se realizé la inmovilizacién enzimatica sobre los materiales
impregnados con Ca. La lipasa fue adquirida comercialmente de la empresa Sigma-Aldrich. Esta es una
preparacion enzimatica producida por un proceso de fermentacion de la cepa Pseudomonas Fluorescens. El soporte
fue incubado con una solucién de dicha enzima en buffer fosfato dejandolo bajo rotacién por 24 h. Luego se
procedié al lavado, centrifugado y secado del material. A los nuevos so6lidos se lo denominé “Matriz Gli/2,5 Ca/PF”
y “Matriz MEG/2,5 Ca/PF”.

Caracterizacion

Matriz MEG y Matriz Gli fueron caracterizadas por isotermas de adsorcidon/desorcion de N,, area superficial
por método Brunauer-Emmett- Teller (BET). Las distribuciones del tamafio de poro se determinaron mediante
el método de Barrett-Joyner-Halenda (BJH). Difraccién de Rayos X (DRX) recogiendo los datos entre 26 = 0.5-6
(bajo 4ngulo). La presencia de la enzima inmovilizada en los sélidos sintetizados fue evidenciada por
Espectroscopia de Infrarrojo (IR).
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Evaluacion catalitica

En este plan de trabajo se pretende utilizar los materiales sintetizados como catalizadores en la sintesis de
ésteres alifaticos de peso molecular medio. Se espera evaluar la actividad de los soportes, de las enzimas libres y
de los biocatalizadores en la reaccién de esterificacién de acidos orgdnicos (acético, propanoico y butirico) con
los alcoholes 2-propanol, 1-butanol, 1-pentanol e isopentanol a fin de obtener los ésteres correspondientes. Para
ello, se empleara un reactor bach termostatizado con agitacién, a 40° C y 200 rpm. Se espera evaluar la influencia
de diferentes condiciones de reaccion tales como concentracion de sustratos, temperatura, pH, tiempo de
reaccion y el contenido de agua necesario para lograr un éptimo de actividad enzimatica. Los productos de
interés a diferentes tiempos de reaccién se identificaran por Cromatografia Gaseosa (CG) utilizando un equipo
Perkin Elmer modelo Clarus-500 con detector de ionizaciéon de llama (FID), con patrones cromatograficos de
referencia.

Resultados

De los objetivos
propuestos en el plan, se
logré avanzar con la sintesis
de los materiales por el
método sol-gel descripto
anteriormente y su
posterior caracterizacién.
La Fig. 1A y 1B representa
las Isotermas de
adsorcion/desorcion de N,
para los sdlidos Matriz Gli
Matriz MEG 3D 3D y Matriz MEG 3D,
respectivamente. Las
isotermas mostradas
pudieron ser clasificadas de
tipo IV, siendo tipicas de
estructuras mesoporosas,
donde las curvas de
histéresis exhiben una
marcada inflexién para una
presion relativa de
alrededor de 0,65 a 0,7 caracteristica de una condensacién capilar por dentro de los mesoporos. También se
observaron diametros de poro del orden de los 8 a 10 nm tipicos de materiales mesoporosos. Estas
determinaciones se complementaron con el analisis de area BET y la difraccion de rayos X a bajo angulo, que
evidenciaron un patrén caracteristico de los materiales mesoporosos (Vaschetto et al., 2021). El andlisis de
caracteristicas estructurales arrojado por las isotermas de adsorcidén/desorcién indica que el tamafo de poro
originado a partir del empleo de MEG como porégeno (9,7 nm) es mayor que el originado por el Gli (8,7 nm) por
lo que la Matriz MEG 3D fue seleccionada para su posterior impregnacion con Ca e inmovilizacidn enzimatica.
Como se observa en la Tabla 1, el s6lido modificado con Ca present6 una disminucion del area BET respecto de
la matriz pura, la cual es asignada posiblemente a la presencia del metal impregnado en la superficie.

Matriz Gli 3D

Cantidad adsorbida (mmol/g)
Intensidad (u.a)

Presion relativa (p/po) 2 Theta

Figura 1: Isotermas de adsorcion/desorcion de Figura 2: DRX a bajo 4ngulo de
N2. A) Matriz Gli 3D. B) Matriz MEG 3D los materiales sintetizados

MATERIAL AREA BET
(m?/g)
Matriz Gli 3D 338
Matriz MEG 3D 347,05
Matriz MEG 3D/2,5 Ca 313

Tabla 1: Andlisis de AREA BET
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La espectroscopia infrarroja es una técnica muy utilizada para estudiar la subestructura de los péptidos y las
proteinas y puede utilizarse para controlar la presencia de las proteinas en los soportes. En la Fig. 3 se observan
los espectros IR de la enzima libre (rojo) de “Matriz MEG/2,5 Ca/PF” (violeta) y Matriz MEG/2,5 Ca (verde). Como
se puede observar, la banda asignada al grupo amida (1645 cm™), grupo funcional caracteristico de las proteinas,
fue detectada solamente en Matriz MEG/2,5 Ca/PF, evidenciando que la inmovilizacién de la enzima en la matriz
silicea ha sido efectiva. Esta banda indica ademas que la estructura secundaria de la proteina ha sido conservada,
por lo que se esperaria sea favorable para su actividad enzimatica (Ferrero et al., 2021).
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Figura 3: Espectroscopia IR de los materiales

Conclusiones

Se logré sintetizar exitosamente materiales mesoporos a partir de moldeantes renovables (Gli y MEG)
evidenciando su estructura mediante DRX a bajo dngulo, isotermas de adsorcién/desorcién de N, y andlisis de
area BET. Estos materiales fueron impregnados con Ca e inmovilizados con la lipasa de Pseudomonas fluorescens.

Abordando diversos aspectos de la Ingenieria de Materiales y la Biocatalisis, se han logrado desarrollar
catalizadores enzimaticos heterogéneos a partir de una sintesis novedosa de soportes mesoporosos de silica, que
emplea materias primas renovables como moldeantes. Con la inmovilizacién de la lipasa de Pseudomonas
fluorescens se pretende lograr materiales hibridos con actividad especifica en la esterificacion de acidos
carboxilicos para la obtencidn de ésteres alifaticos, productos de interés en el campo Quimica Fina cominmente
empleados como aromatizantes y saborizantes, en la busqueda de procesos de tecnologia quimica mas
sustentables.

Como objetivos a largo plazo de este plan de tesis, se busca determinar las condiciones 6ptimas para la
actividad enzimatica en los biocatalizadores sintetizados, analizar la posible desactivacion y reutilizacion del
biocatalizador en funcién de sus propiedades fisicoquimicas y de las condiciones de reaccién y reformularlos en
funcién de los resultados de la evaluacidn catalitica, en la busqueda de un mayor rendimiento y selectividad a los
productos deseados.
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