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Resumen

Desde las ultimas dos décadas las silicas mesoporosas han sido estudiadas debido a su potencial como
soportes de varias moléculas y biomoléculas, para aplicaciones en catalisis heterogénea y nanotecnologia. En la
sintesis de estos materiales se utilizan agentes plantilla que permiten obtener un tamafio de poro variable
segun los requerimientos y/o aplicaciones necesarias. Uno de los focos de la Ingenieria de los Materiales es
explorar metodologias mas sostenibles para la obtencién de estos sélidos. En este estudio se empled un
moldeante derivado de recursos renovables en la etapa de sintesis de los soportes mesoporosos para luego
anclar la lipasa de Pseudomonas fluorescens en estos. De esta manera, el biocatalizador obtenido fue aplicado en
reacciones de Quimica Fina. Especificamente, mediante la transesterificacién de alcohol isoamilico con acetato
de vinilo se evalu6 la produccién de acetato de isoamilo, un éster con olor caracteristico a banana empleado
como aromatizante y saborizante. Luego de optimizar el tiempo de inmovilizacién de la enzima y la
temperatura de reaccion, se logr6 un rendimiento del 62,5% a las 24h.

Palabras  clave: proceso sostenible, biocatalizadores, = materiales  mesoporosos,  produccién  de
aromatizantes/saborizantes

Abstract

Since the last two decades, mesoporous silicas have been studied due to their potential as supports for
various molecules and biomolecules, for applications in heterogeneous catalysis and nanotechnology. In the
synthesis of these materials, template agents are used to obtain a variable pore size according to the
requirements and/or applications required. One of the focuses of Materials Engineering is to explore more
sustainable methodologies for obtaining these solids. In this study, moldants derived from renewable resources
were used in the synthesis stage of mesoporous supports to then anchor the lipase of Pseudomonas fluorescens in
them. In this way, the biocatalyst obtained was applied in Fine Chemistry reactions. Specifically, by
transesterifying isoamyl alcohol with vinyl acetate, the production of isoamyl acetate, an ester with a
characteristic banana odor used as a flavoring and flavoring, was evaluated. After optimizing the
immobilization time of the enzyme and the reaction temperature, a yield of 62.5% was achieved at 24h.
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Introduccion

Con el paso del tiempo el uso de las silicas mesoporosas en la catalisis heterogénea ha cobrado relevancia en
aplicaciones industriales y de Quimica Fina. Su gran superficie y tamafio de poro ajustable las vuelven
adecuadas para ser soporte de un gran nimero de moléculas, metales y especies bioldgicas. Ademas, las silicas
son materiales estructuralmente resistentes y quimicamente estables en un amplio rango de pH y de
temperatura. Generalmente se sintetizan utilizando un agente plantilla orgdnico que posteriormente se elimina
por extraccidon con solventes o calcinacién. Una nueva perspectiva mads sustentable plantea la posibilidad de
reemplazar los surfactantes cominmente empleados por fuentes alternativas derivadas de la biomasa,
conservando principalmente las propiedades texturales de los soportes y sus altas areas especificas (Vaschetto
et al.,, 2023). En este sentido se contempla usar agentes moldeantes de disponibilidad comercial,
particularmente el Monoestearato de Glicerilo (MEG).

Por otra parte, con respecto a las enzimas, dentro de la gran variedad que existen, las lipasas de Pseudomonas
fluorescens permiten adaptarse a aplicaciones biotecnoldgicas con gran potencial en la sintesis organica de
sustancias quimicas de interés. En este sentido, los sistemas enzimdticos ofrecen ventajas frente al uso de
catalizadores sintéticos convencionales, que suelen exigir condiciones severas y procesos que conllevan altos
consumos energéticos y una excesiva generacion de residuos (Vilas Boas & de Castro, 2022).

En este trabajo se estudi6 la sintesis del biocatalizador y el proceso biocatalitico para la obtencién de acetato
de isoamilo por medio de la transesterificacién de acetato de vinilo y alcohol isoamilico empleando la lipasa de
Pseudomonas fluorescens inmovilizada en una silice mesoporosa renovable. El uso mas destacado del acetato de
isoamilo es como aromatizante y saborizante, confiriéndole un particular olor y sabor a banana a alimentos y
bebidas (Nyari et al., 2018, );(George A. Burdock, 2010).

Desarrollo

Se sintetiz6 una silice mesoporosa por medio del método sol-gel siguiendo el procedimiento descripto en
Vaschetto et al., 2023. El porégeno MEG (Merck) fue disuelto en etanol (Biopack, 99,5% V/V) a una temperatura
de 60 °C bajo agitacién magnética. Luego se adiciono lentamente la solucién conteniendo el precursor de silicio
(tetraetoxisilano, TEOS, Sigma Aldrich, 98%) disuelto en una solucién de HC1 2 M (Cicarelli, 36,5-38% p/p), paso
seguido se agreg6 fluoruro de sodio (NaF, Sigma Aldrich, P.A.) como iniciador de la condensacién de la silice
(Pefia et al., 2007, 2008). El sistema se llevé a agitacion. Finalmente, se sometio a tratamiento hidrotérmico a 85
°C por tres dias, formdndose un gel. El material fue filtrado, secado y calcinado en flujo de aire a 550 °C. A este
solido se lo denomin6 M-MEG.

Posteriormente se procedid a preparar una solucién enzimatica y suspender en ella una cantidad de matriz
siguiendo la metodologia descripta en Carrillo et al., 2023. El biocatalizador obtenido se dejé secando a
temperatura ambiente durante un dia. Para una carga nominal de 400 mglipasa/gsoporte se evaluaron distintos
tiempos de contacto: 24, 48, 96 y 120h. Los materiales fueron designados como M-MEG/PF-“X"h, siendo X la
cantidad en h que se dej6 inmovilizando la solucién de enzima con el soporte.

La matriz fue caracterizada por isotermas de adsorcidon/desorcion de N, en un equipo ASAP 2420
Micromeritics con desgasado previo de las muestras a 130 °C por 6h bajo vacio, donde se analizé la
mesoporosidad, tamafio y volumen de poros, distribucion de tamafios de poro. La inmovilizaciéon enzimatica en
el soporte mesoporoso fue verificada por medio de Espectroscopia por Infrarrojo con Transformada de Fourier
(IR-TF) empleando un equipo Thermo Scientific Nicolet iS10 equipado con un médulo Smart ARK.

Para la evaluacidn catalitica de los materiales, se prepar6 una mezcla de acetato de vinilo y alcohol
isoamilico en una proporcion 1: 1,5. Luego se separd en viales y se afiadid el biocatalizador correspondiente.
Para llevar a cabo la reaccidn, se sellaron los viales y se llevaron a un agitador orbital termostizado a 200 rpm.
Las reacciones fueron realizadas a diferentes temperaturas: 30, 40 y 50 °C. Ademas, se realizaron reacciones de
control con el soporte mesoporoso M-MEG. Las reacciones fueron monitoreadas tomando muestras a 0, 2 y
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24h, las cuales se centrifugaron y se inyectaron en un cromatégrafo gaseoso Perkin Elmer - Clarus 500 con
detector de ionizacion de llama (FID) provisto de una columna ZB-1.

Resultados

La isoterma de adsorcién/desorcion de nitrégeno para la matriz M-MEG pudo ser clasificada como tipo IV,
segun IUPAC, caracteristica de una estructura mesoporosa (figura no mostrada). Con su andlisis pudo
calcularse el area especifica (386,71 m?/g), tamafio medio de poro (8,4 nm, tipico de estos materiales) y volumen
de poros (alrededor de 1,04 cm?®/g), y distribucion de tamafios de poros estrecha (Carrillo et al., 2023).

La técnica IR-TF es utilizada para estudiar los enlaces de péptidos y proteinas evidenciando la presencia de
éstas en los soportes. Tanto en la enzima libre como en los biocatalizadores fueron observadas las sefiales a
1645 cm™ y 1542 cm, caracteristicas de los enlaces Amida I y Amida II, respectivamente (Figura 1). (Wong et
al., 1991). (Van Dorp et al., 1990)
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Figura 1. IR-TF de la enzima libre y los biocatalizadores sintetizados a los tiempos de inmovilizacién
mencionados.

Pudo observarse una tendencia creciente de la intensidad de la banda a 1645 cm™ a medida que aumenta el
tiempo de inmovilizacién hasta las 96h, indicando que el material M-MEG/PF-96h presentaria el mayor
porcentaje de enzima inmovilizada.

Los resultados de evaluacion catalitica de todos los materiales se muestran en la Figura 2. El soporte no
presento6 actividad a las 2h ni a las 24h, mientras que los biocatalizadores fueron activos en los tiempos de
reacciéon mencionados. Como se observa en la Figura 2A y 2B, donde se compara la evaluacion catalitica para
todos los biocatalizadores sintetizados, tanto a 2h como a 24h de reaccién el mejor resultado se obtuvo con un
tiempo de inmovilizacién de 96h, logrando un rendimiento a acetato de isoamilo del orden del 19,7% y del
62,5%, respectivamente. Superado este tiempo, el rendimiento disminuye levemente. Mientras que a tiempos
de inmovilizacién menores se lograria anclar menor cantidad de enzima en la matriz pura, traduciéndose en un
menor rendimiento. Es por lo antes mencionado que se selecciond un tiempo 6ptimo de contacto entre la
enzima y soporte de 96h.
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Figura 2. Rendimiento a acetato de isoamilo y a acetaldehido de los biocatalizadores a distintos tiempos de
inmovilizacién: A) 2h y B) 24h de reaccion. Material: M-MEG/PF-96h. Condiciones de reaccion: Relacion molar
alcohol isoamilico/acetato de vinilo = 1.5/1 y rpm=200.

Por otra parte, como se reporta en bibliografia (Kumari et al., 2008), la temperatura es una variable clave
para estudiar la influencia que tiene sobre la produccién de una amplia gama de ésteres, ya que puede
impactar en el rendimiento de la reaccién. El aumento de la temperatura de un sistema puede tener un efecto
positivo sobre aspectos cinéticos, sin embargo, este incremento puede provocar la desnaturalizacién de la
proteina y la consecuente inactivacién enzimatica (Kumari et al., 2008). Para evaluar el efecto de la variacion de
la temperatura en la reaccion, se llevo a cabo la transesterificacion empleando como biocatalizador el material
M-MEG-PF-96h a tres temperaturas diferentes: 30, 40 y 50 °C.
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Figura 3. Efecto de la temperatura de reaccion en la actividad catalitica. Condiciones de reaccion: Material:
M-MEG/PF-96h. Condiciones de reaccion: Relaciéon molar alcohol isoamilico/acetato de vinilo =1.5/1y
rpm=200. Tiempo de reaccion: 24h.

Como se muestra la Figura 3, luego de 24h de reaccidon los biocatalizadores presentaron actividad a todas las
temperaturas ensayadas, logrando la médxima actividad a los 40 °C, con el ya mencionado rendimiento a
producto del 62,5%. Por lo tanto, una temperatura de 40 °C fue elegida como la mas adecuada para llevar a cabo
la reaccidn de transesterificacion.
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Para estudiar la influencia del tiempo de reaccién sobre la actividad catalitica se evalu6 el material M-
MEG/PF-96h tomando muestras de reaccién cada 2h durante 24h (Figura 4). Como se observa en dicha figura, el
equilibrio fue alcanzado aproximadamente a las 20h de reaccion, con una conversion del orden del 86%, lo que
representa un rendimiento a acetato de isoamilo del 66 %.
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Figura 4. Tiempo de actividad éptimo en la transesterificacién de acetato de vinilo con alcohol isoamilico

Para evaluar la estabilidad del biocatalizador en funcién del tiempo de almacenamiento, se determiné la
actividad del biocatalizador M-MEG/PF-96h transcurridos 2, 4 y 6 meses desde su preparacién. Luego de 2
meses, 4 meses y 6 meses de almacenamiento a temperatura ambiente los rendimientos a las 24h de reaccién
fueron del 63%, 62,5% y 58% respectivamente, demostrando que la enzima contintia inmovilizada en el soporte
y puede mantener su actividad catalitica practicamente intacta con el transcurso del tiempo, representando
esto que la actividad a los seis meses de almacenamiento se mantiene en el orden del 93%.

Finalmente, esta serie de experimentos ha permitido optimizar un conjunto de catalizadores heterogéneos
enzimaticos sintetizados a partir de un soporte siliceo preparado por una ruta mds amigable ambientalmente. A
su vez, el empleo de sistemas enzimaticos permitiéo operar en condiciones mas suaves (vias alternativas mas
eco-amigables y controlables), alcanzando un buen rendimiento a acetato de isoamilo, éster muy utilizado
como aromatizante y/o saborizante.

Conclusiones

A partir de la sintesis de un material siliceo mesoporoso que emplea un agente plantilla mas sostenible
derivado de biomasa, se lograron desarrollar biocatalizadores heterogéneos por inmovilizacién enzimatica de
la lipasa Pseudomonas fluorescens.

Se determind que el tiempo 6ptimo de inmovilizacion fue de 96h, mientras que la temperatura de reaccién
optima fue de 40°C, logrando un rendimiento del 62,5% a las 24h y se alcanz6 una actividad 6ptima del orden
del 66 % de rendimiento al producto deseado a 20h de reaccién.

La estabilidad del biocatalizador fue evaluada logrando mantener su actividad en un 93% luego de 6 meses de
almacenamiento a temperatura ambiente.

En base a la serie de experimentos realizados se han logrado desarrollar biocatalizadores a partir de un
soporte siliceo preparado por una ruta alternativa mas eco-amigables y controlable, alcanzandose un buen
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rendimiento a acetato de isoamilo, éster muy utilizado como aromatizante y/o saborizante en aplicaciones
industriales.
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