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1. INTRODUCCION

El principal desafio del desarrollo humano en el siglo XXI es conciliar la ciencia y la
tecnologia orientadas hacia la innovacién productiva con la preservacion de la
naturaleza y la satisfacciéon de las necesidades sociales de toda la humanidad en un
marco de sostenibilidad. La Estrategia Europea para un Desarrollo Sostenible aprobada
en la Cumbre de Gotemburgo en junio de 2001[1], definia el nuevo objetivo estratégico
para la Unién Europea: "convertirse en la economia del conocimiento mds competitiva
y dindmica del mundo, capaz de un crecimiento econémico sostenible con més y mejor
empleo y una mayor cohesiéon social, yendo todo ello de la mano de la adecuada
proteccion del medio ambiente". Ante este panorama han surgido numerosos programas
de actuaciéon como el de “Quimica Verde” que promueve el disefio, desarrollo e
implementacién de productos y procesos quimicos que reduzcan o eliminen el uso y
produccién de sustancias peligrosas para el medio ambiente y para la salud. La
motivacién de este programa es tratar de solventar problemas actuales de la sociedad
tales como la elevada contaminacién, generacion de residuos toxicos y consumo de
recursos no renovables.

Muchos de los procesos productivos implantados en la industria quimica, y
especialmente en las industrias de quimica fina y farmacéutica, requieren elevados
consumos de energia y generan grandes cantidades de residuos. Algunos datos pueden
ilustrar esta afirmacién, por ejemplo, el consumo de energia de la industria quimica
supone el 34% del consumo de energia mundial [2] y la cantidad total de residuos
generados en la Unién Europea es de 350 millones de toneladas/afio [3] de residuos no
peligrosos y de 62 millones de toneladas/afio [3] de residuos peligrosos. Conforme los
intereses medioambientales y las legislaciones van siendo mds estrictos, se incrementa
la necesidad de reemplazar los procesos existentes por nuevas tecnologias de impacto
medioambiental nulo (cero emisiones, generacion de residuos nula, uso de energias
renovables y consumo de energia nulo). Asi, el continuo desarrollo tecnolégico que se
estd llevando a cabo en todas las dreas, y en particular en la quimica, va orientado al
disefio, desarrollo e implementacién de productos y procesos que sean mas respetuosos
con el medio ambiente, que resulten mds econémicos, que utilicen menos cantidades de
energia y de materias primas. En definitiva, lo que se pretende es la optimizacién de los
mismos para alcanzar los mdximos rendimientos posibles con el menor impacto sobre el
medio ambiente.

Uno de estos retos lo constituye la busqueda de disolventes alternativos a los
disolventes organicos convencionales. El elevado consumo de estos disolventes como
medios de reaccién y extraccion en la industria quimica le supone a ésta unos costes
estimados a nivel mundial de 6.000 millones de Euros/afio. Esto unido a sus conocidos
efectos perjudiciales sobre el medio ambiente, la seguridad y la salud ha supuesto un
enorme incentivo para minimizar su uso, originando un fuerte impulso en el desarrollo
de procesos libres de disolvente y de procesos que emplean nuevos disolventes mas
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respetuosos con el medio ambiente que los convencionales. El grupo de investigacion
en el que se ha desarrollado el presente trabajo ha centrado sus esfuerzos durante los
ultimos afios en abordar esta problemadtica, desarrollando nuevos procesos de reaccion y
separacion basados en el empleo de disolventes respetuosos con el medio ambiente tales
como los fluidos supercriticos y los liquidos i6nicos [4-9].

Los liquidos i6nicos representan una alternativa con enorme potencial. Son sales
organicas que se encuentran en estado liquido a temperaturas proximas a la ambiente.
A estos nuevos disolventes se les ha atribuido el calificativo de “verdes” por el hecho de
presentar una presion de vapor despreciable a temperatura ambiente [10], siendo
ademds facilmente reciclables y reutilizables. Asi, su empleo como medios de reaccién
y separacion podria ofrecer una solucion a los problemas de emision de disolventes y de
generacion de residuos. Ademads, las propiedades de los liquidos idnicos son facilmente
modulables mediante la adecuada seleccion del anion y cation constituyentes del liquido
i6nico[11,12], lo que permitiria disefiar un liquido i6nico para cada aplicacién concreta.
Esta propiedad de los liquidos i6nicos haria también posible el disefio de liquidos
i6nicos de baja toxicidad y alta degradabilidad.[13-16].

Las grandes posibilidades cientifico-técnicas que presentan los liquidos i6nicos han
suscitado un enorme interés en la comunidad cientifica tal y como se pone de manifiesto
en el crecimiento exponencial del nimero de publicaciones sobre este tema en los
ultimos afios [17]. Asi, si se realiza una busqueda bibliogréfica del término liquido
i6nico, pueden encontrarse unos 60 articulos en el afio 1995, nimero que crecié hasta
300 en el 2001 y hasta casi 1000 en el afio 2006, tal y como se puede observar en la
Figura 1, en la cual se ha representado el nimero de articulos publicados sobre liquidos
i6nicos en revistas de reconocido prestigio entre los afios 1982 y 2006.
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Figura 1.1. Articulos publicados sobre liquidos i6nicos en los dltimos afios.
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El presente trabajo de Tesis tiene como finalidad el desarrollo de nuevas tecnologias
aplicadas a procesos de Quimica Fina y Farmacéutica dentro del ambito de la “Quimica
Verde” o Quimica respetuosa con el medio ambiente y se fundamenta en la sustitucién
de los disolventes orgédnicos convencionales por liquidos i6nicos en procesos de sintesis
enzimatica. Especificamente, se concreta en la utilizaciéon de liquidos i6nicos como
medios de reaccion en la biosintesis de ésteres y como fase liquida en membranas
liquidas soportadas para la separacion de los reactivos y productos implicados en dichas
reacciones. La realizacion del presente trabajo de investigacion permitird sentar las
bases para el disefio posterior de nuevos procesos integrados de reaccidén/separacion
(intensificacion de procesos) basados en liquidos i6nicos.
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2. OBJETIVOS Y ESTRUCTURA DEL TRABAJO

2.1. OBJETIVOS

El objetivo global de este trabajo consiste en la evaluacién del uso de los liquidos
i6nicos como nuevos medios de reaccién y separacién en reacciones de
transesterificacidon enzimaéticas.

Para alcanzarlo se han planteado los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto del liquido i6nico sobre la eficacia catalitica y la estabilidad de
la enzima lipasa B de Candida antarctica en estado libre.

2. Desarrollar nuevos derivados inmovilizados de lipasa B de Candida antarctica
que mantengan su actividad catalitica en liquidos i6nicos desnaturalizantes y que
permitan una separacion mas eficiente del biocatalizador.

3. Desarrollar nuevas membranas liquidas soportadas basadas en liquidos i6nicos
que permitan la separacion selectiva de sustratos y productos de reacciones de
transesterificacion.

4. Evaluar el efecto de la membrana soporte y del liquido i6nico inmovilizado en la
misma sobre la selectividad de la separacion de los compuestos de interés.

5. Analizar el mecanismo molecular del proceso de transporte de los compuestos a
través de membranas liquidas soportadas basadas en liquidos i6nicos.

6. Evaluar la estabilidad operacional de las membranas liquidas soportadas
basadas en liquidos i6nicos.

2.2. ESTRUCTURA DEL TRABAJO

De acuerdo con estos objetivos especificos, el trabajo se va a articular en los siguientes
capitulos:

En el Capitulo 3 se incluye una revision del estado del arte de los liquidos idnicos.
Se realiza una revision exhaustiva de sus propiedades y aplicaciones haciendo especial
hincapié en su empleo como medios de reaccion en sintesis quimica y bioquimica y en
procesos de separacion basados en la tecnologia de membranas.

Los Capitulos 4, 5 y 6 estan dedicados al estudio de los liquidos i6nicos como nuevos
medios de reaccion en la sintesis de ésteres mediante reacciones de transesterificacion
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catalizadas por la enzima lipasa B de Candida antarctica. Asi, en el Capitulo 4 se
evalua el efecto de diversos pardmetros tales como el pH, la temperatura y la naturaleza
del dador de acilo en la actividad y selectividad enzimdtica en medios liquido i6nico,
con el fin de seleccionar unas condiciones adecuadas de operacion para llevar a cabo las
reacciones de transesterificacion en estos nuevos medios. Una vez establecidas estas
condiciones de reaccion, en el Capitulo 5 se analiza la actividad, selectividad y
estabilidad de esta enzima, en su forma libre, en una amplia variedad de liquidos
i6nicos, con el fin de determinar qué combinaciones de cationes y aniones resultan mas
adecuadas para llevar a cabo reacciones de transesterificacion. Dado que se observo que
algunos liquidos i6nicos originaban la desnaturalizacion de la enzima libre,
disminuyendo, por tanto su eficacia catalitica, en el Capitulo 6 se han desarrollado
varios derivados enziméticos entrecruzados de lipasa B de Candida antarctica y se ha
evaluado su comportamiento en liquidos iénicos desnaturalizantes, con el fin de
comprobar si este tipo de inmovilizacidén enzimatica hace posible la estabilizacion de la
enzima.

En los Capitulos 7, 8, 9 y 10 se aborda el estudio de los liquidos i6nicos como nuevos
medios de separacion de los sustratos y productos de reacciones de transesterificacion.
El estudio se centra en los procesos de separacidon a través de membranas liquidas
soportadas (SLM) basadas en liquidos i6nicos, debido a las enormes ventajas que
presentan este tipo de procesos tales como los bajos consumos de energia asociados a su
operacion, las condiciones de trabajo moderadas que requieren y el bajo consumo de
disolventes. Inicialmente, en el Capitulo 7 se evalia la influencia de la membrana
polimérica soporte empleada para inmovilizar el liquido i6nico en la separacion
selectiva de los sustratos y productos de una reaccion de transesterificacion, con el fin
de seleccionar la membrana soporte mds adecuada para posteriores estudios.
En el Capitulo 8 se analiza el mecanismo de transporte de los compuestos a través de
membranas liquidas soportadas basadas en liquidos i6nicos. Posteriormente, el
Capitulo 9 se dedica al estudio del efecto del liquido i6nico empleado como fase
liquida inmovilizada en SLMs sobre el transporte selectivo de los sustratos y productos
de una reaccién de transesterificacion. Finalmente, en el Capitulo 10 se analiza a nivel
macro- y miscroscopico la estabilidad operacional de las membranas liquidas
soportadas obtenidas, con el fin de comprobar la potencial aplicaciéon de éstas en
procesos de separacion durante largos tiempos de operacion.

Por tltimo, en el Capitulo 11 se recogen las principales conclusiones extraidas de los
capitulos anteriores y en el Capitulo 12 se presenta una revision de las perspectivas
futuras de los liquidos i6nicos.

Cada uno de los capitulos presenta al final la bibliografia adecuada para sentar las bases
del tema objeto de estudio y para contrastar los resultados con los obtenidos por otros
autores en el mismo dmbito cientifico.
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3. ANTECEDENTES

3.1. EMPLEO DE DISOLVENTES ALTERNATIVOS A LOS DISOLVENTES
ORGANICOS CONVENCIONALES

A pesar de los enormes beneficios que la quimica ha proporcionado y proporciona a las
sociedades modernas, la percepcion social de la misma es cada vez mds negativa. En la
actualidad existe una opinién bastante generalizada de que la produccién y el uso de
sustancias quimicas no pueden mantenerse dentro de los pardmetros actuales.

La Quimica Verde pretende dar respuesta a esta necesidad de cambio mediante un uso
mds racional de nuestros recursos y conocimientos, enmarcando esta nueva filosofia en
los conocidos doce principios de la Quimica Verde [1]:

)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Prevencion: es preferible evitar la produccién de un residuo que tratar de
limpiarlo una vez que se haya formado.

Economia atémica: los métodos de sintesis deben disenarse de manera que
incorporen al maximo, en el producto final, todos los materiales usados durante
el proceso, minimizando la formacién de subproductos.

Usar metodologias que generen productos con toxicidad reducida: siempre
que sea posible, los métodos de sintesis deben utilizar y generar sustancias que
tengan poca o ninguna toxicidad, tanto para el hombre como para el medio
ambiente.

Generar productos eficaces pero no toxicos: los productos quimicos deberan
de mantener la eficacia, a la vez que reducir su toxicidad.

Emplear disolventes y materiales auxiliares mas seguros: se evitard, en lo
posible, el uso de sustancias que no sean imprescindibles (disolventes, reactivos
para llevar a cabo separaciones, etc.) y en el caso de que se utilicen, que sean lo
mads inocuos posible.

Disminuir el consumo energético: los requerimientos energéticos seran
catalogados por su impacto medioambiental y econdémico, reduciéndose todo lo
posible. Se intentardn llevar a cabo los métodos de sintesis a temperatura y
presion ambiente.

Utilizar materias primas renovables: la materia prima ha de ser
preferiblemente renovable en vez de agotable, siempre que sea técnica y
econémicamente viable.

Evitar derivados innecesarios: se evitard en lo posible la formacién de
derivados (grupos de bloqueo, de proteccién/desproteccién, modificacion
temporal de procesos fisicos/quimicos).

Potenciar la catalisis: se empleardn catalizadores (lo mas selectivos posible),
preferentemente reutilizables, en lugar de reactivos estequiométricos.
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10) Generar productos biodegradables: los productos quimicos se disefiaran de tal
manera que al finalizar su funcién no persistan en el medio ambiente sino que se
transformen en productos de degradacién inocuos.

11) Desarrollar metodologias analiticas para la monitorizacion en tiempo real
de los procesos: las metodologias analiticas serdn desarrolladas posteriormente
para permitir una monitorizacién y control en tiempo real del proceso, previo a
la formacion de sustancias peligrosas.

12) Minimizar el riesgo potencial de accidentes quimicos: se elegirin las

sustancias empleadas en los procesos quimicos de forma que se minimice el
riesgo de accidentes quimicos, incluidas las emanaciones, explosiones e

incendios.

Un andlisis cuidadoso de los principios anteriores muestra que el disolvente estd
presente, de un modo més o menos directo, en la mayoria de dichos principios. Su
presencia en el quinto principio “Emplear disolventes y auxiliares mds seguros” es
evidente; sin embargo, también aparece en principios tales como el de la prevencion de
vertidos, sintesis menos peligrosas y con un menor coste energético, uso de fuentes
renovables de materias primas y procesos quimicos mas seguros.

Hoy en dia existe una conciencia generalizada de que el uso de disolventes conlleva
graves afecciones medioambientales y para la salud. De hecho, los disolventes
constituyen la mayor parte de los compuestos orgdnicos voldtiles (COVs) emitidos a la
atmosfera (aproximadamente un 27% del total) los cuales llevan asociados numerosos
riesgos para el medioambiente y la salud (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Riesgos para el medioambiente y la salud de los COVs.

Riesgos para el medio ambiente

Los COVs plantean varios problemas para el
medio ambiente. Contaminan el agua y daflan
los ecosistemas naturales. Ademads, algunos
contribuyen al deterioro de la capa de ozono
que protege a la tierra de los rayos ultravioleta
mientras que otros, por el contrario, son los
responsables de la existencia de ozono en
niveles mds bajos de la atmésfera, que resulta
perjudicial para los seres vivos. El ozono es
incluso perjudicial para los cultivos porque
altera el proceso de fotosintesis. Asi, se calcula
que las pérdidas de la agricultura debidas a los
elevados niveles de ozono representan entre el 5
y el 10% de la produccién de la Unién Europea.

Riesgos para la salud

Los COVs, ademds de ser voldtiles, son solubles en grasas y
toxicos. Estas tres propiedades son, en el mejor de los casos,
incémodas, y en el peor, mortales. Entre las principales afecciones
producidas por los disolventes cabe destacar la irritacion de la piel y
la aparicién de eczemas. Ademds, la elevada volatilidad de estos
disolventes supone que se puedan inhalar facilmente en gran dosis,
lo que puede originar desde problemas respiratorios hasta dafios
cerebrales. Muchos disolventes son ademds cancerigenos y algunos
de ellos pueden provocar infertilidad y otros problemas
relacionados con la reproduccidn.

Los dafios causados por estos disolventes pueden sufrirse durante
largos periodos debido a que una vez que entran en el organismo se
acumulan en la grasa del mismo y no son ficilmente degradables.
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Ante esta situacidn cabe preguntarse cudles son las ventajas de usar disolventes, o dicho
de otro modo, ;por qué necesitamos un disolvente? Son cinco las razones esenciales que
justifican el empleo de disolventes: disuelven sustancias, permiten crear dispersiones
homogéneas, permiten un transporte de materia eficaz, pueden modificar la reactividad
quimica y permiten la sedimentacién de sélidos.

En las udltimas décadas la preocupacion por el uso de disolventes y sus efectos

medioambientales ha sido una constante, lo que ha llevado a la eliminacién de éstos,
cuando ha sido posible, y a la sustitucidon progresiva por disolventes mas seguros.

3.1.1. Disolventes obtenidos a partir de materias primas renovables

La mayoria de los disolventes que se emplean en la actualidad provienen del petréleo.
Una alternativa razonable es su sustitucidon por otros procedentes de la biomasa, que se
pueden obtener por procesos de fermentacién enzimaticos o quimicos. Muchos de estos
disolventes presentan baja o nula toxicidad, baja volatilidad, no son corrosivos ni
carcindgenos. Ademds, muchos de ellos se obtienen de residuos vegetales, lo que los
hace econdmicamente competitivos.

Las “biorefinerias” son capaces de producir este tipo de disolventes en grandes
cantidades, lo que permite su comercializaciéon a precios competitivos. Ejemplos
destacados son los ésteres obtenidos a partir de aceite de soja y, sobre todo, el lactato de
etilo. Este disolvente, que se obtiene por fermentacién de carbohidratos y esterificacién
del 4cido lactico resultante, se usa en diversas aplicaciones, tales como recubrimiento de
superficies, limpieza y decapado de pinturas.

Los residuos de la fabricacion del biodiésel también pueden resultar una materia prima
adecuada para la preparacion de nuevos disolventes, de hecho el Proyecto Integrado
Europeo “Solvsafe” aborda, en uno de sus apartados, esta linea de desarrollo.

A pesar de las ventajas indicadas, estos disolventes no estdn completamente libres de
inconvenientes: algunos de ellos pueden considerarse COVs, y ademds pueden ser
inflamables.

3.1.2. Agua

El agua, junto con los disolventes procedentes de fuentes renovables y otros que
veremos a continuacién, se incluye en lo que se ha dado en llamar disolventes
neotéricos (nuevos, recientes, modernos), entre los que se incluyen tanto nuevos fluidos
con propiedades modulables como compuestos poco usados como disolventes en la
actualidad, pero que poseen un notable potencial para futuras aplicaciones. El incluir al
agua, el mas antiguo de los disolventes, en este grupo es cuando menos paradéjico. De
hecho, el agua no sélo es el disolvente de la naturaleza, sino que hasta el siglo XIX era

13



3. Antecedentes

el disolvente en el que se llevaban a cabo la mayor parte de las sintesis quimicas. Sin
embargo, el auge que la Quimica Orgénica experimentd durante el siglo XX, relegd al
agua a un papel marginal como disolvente.

Desde un punto de vista medioambiental el agua es la mejor eleccién como disolvente,
ya que ni es inflamable ni téxico. Debido a ello, el interés por su empleo comenzé a
incrementarse a finales del siglo pasado.

Las particulares propiedades del agua, en especial el elevado orden interno impuesto por
la asociacién de sus moléculas mediante enlaces de hidrégeno, son las responsables de
sus ventajas y limitaciones como disolvente y medio de reaccién. A causa de las
interacciones hidrofébicas, impuestas por dicho orden, algunas reacciones orgdnicas son
aceleradas en agua, llegando incluso a modificarse su selectividad.

El mayor inconveniente para utilizar agua como medio de reaccién es la baja
solubilidad en la misma de muchos compuestos orgdnicos. Para solventar esta
limitacién se usan a menudo medios orgdnico-acuosos, lo que reduce en buena medida
las ventajas anteriormente comentadas. Una estrategia alternativa es el uso de agentes
tensioactivos, compuestos quimicos con una region polar y otra apolar, que ayudan a
solubilizar los reactivos y/o catalizadores. Dichos compuestos pueden, a su vez,
proceder de fuentes renovables.

Otra alternativa es llevar a cabo la modificacién quimica de reactivos y, sobre todo, de
los catalizadores, para aumentar su solubilidad en agua [3]. El desarrollo de fosfinas con
grupos sulfonato para la preparacion de catalizadores solubles en agua es uno de los
ejemplos mds conocidos. En muchas ocasiones se opta por usar sistemas bifdsicos
orgdnico-acuosos, lo que mejora de modo notable la separacién de los productos al final
de la reaccion. En estos casos es frecuente el empleo de catalizadores de transferencia
de fase para mejorar la cinética del proceso. En este grupo de reacciones podemos
incluir algunas de aplicacion industrial, tales como la reaccion de hidrodimerizacion del
butadieno con Ru/TPPMS (TPPMS = PPh,(m-C¢H4SO5K). El proceso mas destacable
es la hidroformilacién de alquenos catalizada por complejos de Rh con fosfinas solubles
en agua, tal como Rh/TPPTS. Se trata en realidad de un proceso trifasico, fase gas/ fase
orgdnica / fase acuosa, que transcurre con mayores conversiones y selectividades al
aldehido terminal que el proceso convencional. Ademds tiene menores costes, menor
consumo de energia y produce una menor cantidad de aguas residuales.

A pesar de sus claras ventajas, el uso de agua como disolvente no esta totalmente exento
de problemas, aparte de los relacionados con la solubilidad ya comentados. Tanto el
calentamiento como el enfriamiento del agua requieren una gran cantidad de energia, y
ademads es preciso purificarla antes de devolverla al medio natural.
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3.1.3. Disolventes fluorados

Se trata de disolventes orgénicos en los que los enlaces C—H se han sustituido, total o
parcialmente, por enlaces C-F. La fortaleza de este enlace les confiere sus interesantes
propiedades: son quimicamente inertes, por lo que al usarlos se evitan reacciones
laterales y se facilita la purificaciéon, son térmicamente estables, no son inflamables ni
téxicos; de hecho esta falta de toxicidad los ha llevado a sustituir a los compuestos
clorados como anestésicos por inhalacién. En contra de la creencia general, son
accesibles en un amplio rango de puntos de ebullicion.

Los disolventes fluorados son inmiscibles con muchos disolventes orgdnicos y con el
agua, lo que permite su uso en sistemas bifasicos y facilita los procesos de separacion.
Esta estrategia se ha usado con una cierta frecuencia para procesos cataliticos, en los
que el catalizador se disuelve en el medio fluorado y se separa y recupera con facilidad.
La escasa capacidad disolvente de los liquidos fluorados hace necesario modificar las
especies que queremos disolver en ellos. Asi, los catalizadores se modifican mediante la
introduccién de cadenas fluoradas, en general hace falta al menos un 60% en peso de
contenido en flior para lograr una buena solubilidad, lo que a menudo resulta una
limitacién importante.

Una opcidén alternativa es el uso de liquidos expandidos mediante la introduccién de un
gas, por ejemplo diéxido de carbono, que permite alcanzar condiciones de reaccién
homogéneas y reducir la cantidad de disolvente usado. La eliminacién del gas regenera
al sistema bifésico y facilita la separacion.

La elevada solubilidad del oxigeno en estos medios los hace particularmente adecuados
para reacciones de oxidacion. Esta solubilidad ha llevado a ensayar algunas aminas
perfluoradas como componentes esenciales en sangre artificial. La presencia de las
cadenas fluoradas tiene importantes consecuencias sobre las propiedades quimicas de
los compuestos funcionalizados. Asi, las aminas con cadenas fluoradas ven reducida su
basicidad de modo dréstico, al igual que ocurre con la capacidad de éteres y alcoholes
fluorados para aceptar enlaces de hidrégeno. Sin embargo, los alcoholes fluorados
poseen una acidez mucho mayor que la de los alcoholes, lo que los hace ttiles en
algunas aplicaciones.

El principal inconveniente que presentan estos nuevos disolventes es que en muchos
casos es necesario el disefio de ligandos especificos para disolver el catalizador en la
fase perfluorada. Ademas, estos disolventes fluorados son gases de efecto invernadero y
su descomposicion térmica origina compuestos toxicos tales como el 4cido fluorhidrico
[2,3].
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3.1.4. Fluidos supercriticos

Por encima de su presion y temperatura criticas los compuestos se encuentran en una
fase que no es liquida ni gaseosa, sino que comparte las propiedades de ambas
(Figura 3.1): fluye como un gas y es capaz de disolver sustancias como un liquido.

REGION

a1l LIQUIDA

REGION
SOLIDA

Punto critico

REGION
\\Punto triple GASEQSA

Te T
Figura 3.1. Diagrama de fases incluyendo el estado supercritico.

En estas condiciones los fluidos poseen algunas propiedades muy interesantes, ya que
carecen de tension superficial y viscosidad, son totalmente miscibles con los gases y no
presentan limitaciones de transporte de masas. Muchos de ellos son inertes y no toxicos,
lo que permite clasificarlos como disolventes verdes; ademds, son relativamente baratos
y sus propiedades son ajustables mediante variaciones de presion [4].

Aunque son varios los fluidos supercriticos que se han empleado en la industria y el
laboratorio, el didéxido de carbono es el que ha encontrado mayor nimero de
aplicaciones a nivel industrial, debido a que es relativamente facil de obtener en grandes
cantidades. Las aplicaciones més conocidas del diéxido de carbono supercritico (scCO;)
se encuentran en procesos de extraccion [S]. Asi, se usa en la extraccion de cafeina del
café, en la extraccion de aromas y fragancias de semillas y plantas, de grasas de las
patatas fritas e incluso de aromas de los corchos del embotellado del vino. Una
aplicacion particular del diéxido de carbono supercritico se da en la industria del lavado
en seco, donde reemplaza al percloroetileno.
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En cuanto a sus aplicaciones como medio de reaccion, una de sus principales ventajas es
la facilidad de separar los productos de reaccion del disolvente por una sencilla
reduccién de la presién. La enorme solubilidad de los gases lo convierte en un medio
ideal para reacciones con reactivos gaseosos. Asi, se han descrito numerosas
aplicaciones en reacciones de hidrogenacién [6]. También se usa en la produccién de
polimeros, como PET o policarbonatos, siendo particularmente ventajoso en la
produccién de polimeros con cadenas perfluoradas, donde ha sustituido a los
clorofluorocarburos (CFCs) en la produccion de politetrafluoroetileno (PTFE).

Hay muchas evidencias en la bibliografia sobre la viabilidad del scCO, como medio
para reacciones catalizadas por lipasas. Asi, Goddard et al. [7] estudiaron la
esterificacion de 4cido oleico con etanol en scCO; catalizada por Lipozyme IM60
inmovilizada en duolita. La cinética fue modelada ajustidndola a una cinética de
Michaelis-Menten, encontrdndose una fuerte inhibicion por el sustrato etanol.
Posteriormente, se han estudiado otras reacciones de esterificacion catalizadas por
lipasas como la del 4cido miristico en etanol, obteniéndose una mayor conversion
cuando el medio de reaccién era scCO, frente a la utilizacion de acetonitrilo [8].
Recientemente se ha llevado a cabo la sintesis de acetato de isoamilo catalizada por
Novozym 435 de Candida antarctica y Lipozyme RM-IM de Rhizomucor miehei en
medio supercritico. La valores de velocidad inicial para esta sintesis resultaron ser
mayores en scCO; que en hexano, alcanzando un 100% de conversion para la reaccién
catalizada por Novozym 435 cuando se utilizé el anhidrido acético como dador de acilo
[9]. Celia et al. [10], han experimentado en este medio la acilacién enantioselectiva de
rac-1-feniletanol con acetato de vinilo como dador de acilo catalizada por lipasa de
Pseudomonas capaces. La enzima mostrd en este caso altas velocidades de reaccion,
siendo muy selectiva hacia uno de los isémeros.

El diéxido de carbono supercritico también ha encontrado aplicaciones industriales
como medio de dispersion. Asi, la técnica RESS (“Rapid Expansion of Supercritical
Solution™) se emplea en procesos de cristalizacion, permitiendo obtener microcristales
de un tamaifio uniforme, y se usa, por ejemplo, en la preparaciéon de microcristales de
farmacos para su inyeccion.

En condiciones supercriticas el agua tiene unas propiedades muy diferentes ya que su
polaridad es similar a la de la acetona, por lo que es capaz de disolver sustancias
orgdnicas, a la vez que sales, ocurriendo las reacciones en fase homogénea. El producto
i6nico disminuye, con lo cual cambian las propiedades dcido-base. De hecho, puede
usarse como catalizador de reacciones dcido-base. En las condiciones de presién y
temperatura necesarias para alcanzar el estado supercritico l1os compuestos organicos no
resisten, pero se pueden llevar a cabo sintesis de compuestos inorgdnicos (sintesis
hidrotérmicas). En esas condiciones el agua supercritica se usa para la destruccion de
compuestos orgdnicos con alta eficacia, por ejemplo, en el tratamiento de aguas
residuales.
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En condiciones subcriticas, es posible usar el agua como disolvente de reacciones
organicas. Las reacciones de hidrdlisis funcionan con facilidad, y se usa, por ejemplo,
en el reciclado del polietilen tereftalato (PET). También se usa para llevar a cabo
reacciones de catalisis basica, como la Knoevenagel o la Dieckman, o de catélisis 4cida,
como la Friedel-Crafts, sin necesidad de usar un catalizador.

Como vemos, el uso de fluidos supercriticos presenta numerosas ventajas, pero tiene el
inconveniente del coste de las instalaciones y del coste energético necesario para su
generacion.

3.1.5. Liquidos ionicos

Los liquidos i6nicos se pueden definir como sales cuya temperatura de fusion estd por
debajo de 100°C. La diferencia de los liquidos idnicos con las sales fundidas se
encuentra en que los liquidos i6nicos se presentan liquidos a temperaturas mucho
menores que las sales fundidas. Realmente la mayoria de los liquidos i6nicos que
aparecen en la literatura son liquidos a temperatura ambiente. De hecho, la principal
caracteristica de los liquidos i6nicos, que comparten con las sales fundidas, es el amplio
intervalo de temperatura en el que se presentan liquidos.

Los liquidos id6nicos han suscitado un gran interés en los ultimos afios debido
principalmente a que estos materiales, usados primeramente en aplicaciones
electroquimicas, presentan una gran utilidad como medios de reaccion tanto en procesos
quimicos [11], bioquimicos [12] y como agentes de extraccion [13].

La ventaja mds importante de los liquidos i6nicos es su presién de vapor practicamente
nula, por lo que son considerados disolventes benignos comparados con los disolventes
organicos volatiles. Ademads, presentan una alta estabilidad quimica y térmica, lo que
permite que puedan ser utilizados a altas temperaturas [14]. Sin embargo, su
repercusion en cuanto a su efecto en los vertidos no estan claras, ya que los estudios
sobre su toxicidad y biodegradabilidad son todavia escasos. De todos modos, este es un
campo en el que existe un creciente interés y la informacién sobre estos aspectos se
incrementa a un buen ritmo.
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3.2. LIQUIDOS IONICOS: OBTENCION, PROPIEDADES Y APLICACIONES

3.2.1. Composicion quimica

La definicion dada hasta ahora se basa unicamente en la temperatura de fusion.
Respecto a su composicién quimica puede afirmarse, de forma general, que estdn
compuestos por un catiéon organico siendo los mds comunes los de tetraalquilamonio,
tetraalquilfosfonio, N-alquilpiridina y N,N"-dialquilimidazolio (Figura 3.2) y un anién
poliatdbmico entre los que destacan el hexafluorofosfato, tetrafluoroborato,
bis{(trifluoromethyl)sulfonil }imida, trifluoroacetato y triflato (Figura 3.3).
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N-alquil-piridinio N, N'-dialquil-imidazolio Tetra-alquil-amonio Tetra-alquil-fosfonio

Figura 3.2. Principales cationes presentes en los liquidos iénicos.
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Figura 3.3. Aniones mds comunes presentes en los liquidos idnicos.
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Dado el gran nimero de aniones y cationes que potencialmente pueden constituir un
liquido i6nico pueden formularse un extenso nimero de ellos, dando lugar asi a
multitud de liquidos i6nicos con propiedades muy distintas, que pueden ser usados en
aplicaciones concretas. Asi, descubrir un nuevo liquido i6nico es relativamente facil, sin
embargo determinar su utilidad como disolvente requiere un profundo estudio de sus
propiedades fisico-quimicas. Lo ideal, en todos los casos, seria encontrar un método que
nos predijese la composiciéon de un liquido i6nico y las propiedades intrinsecas del
mismo. Para ello seria necesario un mejor entendimiento de la relacién entre las
propiedades de los liquidos i6nicos y su estructura, asi como el desarrollo de mejores
herramientas de calculo.

3.2.2 Desarrollo historico

A mediados del siglo XIX, en el transcurso de una reaccion de Friedel-Crafts se obtuvo
una fase liquida, a la que se denomind licor rojo. Posteriormente, por técnicas de RMN,
se descubri6 que este licor rojo era una sal, mas concretamente, un liquido i6nico.

A principios del siglo XX, se sintetizaron algunos nitratos de alquilamonio liquidos
[15]. En los afos 60, John Yoke, de la Universidad del Estado de Oregén comprobd
que las mezclas de cloruro de cobre (I) y cloruros de alquilamonio eran a menudo
liquidas [16]. En los afios 70, Jerry Atwood de la Universidad de Alabama descubri6
una clase inusual de sales liquidas que llam6 “liquid clathrates” [17]. La formulacién de
estos compuestos era M[Al,(CH3)¢X], donde M se referia a un catién orgdnico o
inorgédnico y X era un haluro. Ninguno de los compuestos que acaban de describirse
son los antecesores directos de la actual generacion de liquidos iénicos.

La mayoria de los actuales liquidos i6nicos derivan directamente de las sales fundidas a
alta temperatura, en el intento de aprovechar las ventajas de las mismas eliminando las
desventajas, especialmente las que derivan del alto punto de fusién de estas sales.
En 1963 el Mayor (Dr) Lowel I A. King de la academia de las fuerzas aéreas de los
Estados Unidos, iniciaba un proyecto de investigacion dirigido a remplazar en las
baterias térmicas las sales fundidas LiClI/KCIl. Aunque la mezcla eutéctica LiCl/KCl
tiene una temperatura de fusion baja (355°C) para ser una sal inorgdnica, esta
temperatura puede dafiar las baterias. Los cloroaluminatos, que son sales fundidas
mezcla de un haluro alcalino y cloruro de aluminio, surgieron como sustituyentes de las
anteriores sales fundidas, ya que tiene una temperatura de fusion mucho mas baja que
casi todas las demds sales eutécticas inorgdnicas. De hecho, la sal eutéctica NaCl/AICl;3
tiene un punto de fusién de 107 °C [18]. Las investigaciones llevadas a cabo en este
sentido culminaron con la consecucion de una patente para baterias térmicas utilizando
NaCl/AICI; como electrolito, de las que se fabricaron pocas unidades. Desde entonces,
el programa de investigacion sobre sales fundidas/liquidos i6nicos, fue continuado por
tres investigadores principales: King, John Wilkes y Richard Carlin. Durante el
transcurso de sus investigaciones en la busqueda de nuevos electrolitos para baterias
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encontraron una patente donde se describia la conductividad i6nica de mezclas de AICls
y haluros de 1-etilpiridinio, principalmente bromuros [19-21]. Seguidamente se
encontrd que la mezcla de cloruro de 1-butilpiridinio/AlCl; tenia mejor comportamiento
que la de haluros descubierta anteriormente [22]. Este punto es el comienzo de la era
moderna para los liquidos i6nicos, ya que a partir de ese momento surge por parte de los
quimicos un gran interés por estos nuevos disolventes totalmente i6nicos.

Los cationes de alquilpiridinio son relativamente féciles de reducir quimica y
electroquimicamente. Charles Hussey en colaboraciéon con John S. Wilkes inici6 un
proyecto con el objetivo principal de predecir cudles eran los cationes que tenian menos
tendencia a reducirse, a fin de sintetizar liquidos idénicos basdndose en estos modelos y
caracterizarlos electroquimicamente para su uso como electrolitos en baterias. Las
predicciones sobre el estado liquido o sélido de las nuevas sales sintetizadas no fueron
buenas pero, por suerte, muchos de ellos fueron liquidos. Los cationes con mas
posibilidades de ser utilizados como electrolitos fueron las sales de dialquilimidazolio;
el mas utilizado en concreto fue el 1-etil-3-metil-imidazolio [emim]. El [emim]Cl
mezclado con AICI; daba lugar a liquidos i6nicos con temperaturas de fusién por debajo
de la temperatura ambiente en un amplio rango de composiciones [23]. Seguidamente a
la sintesis y caracterizaciéon de estas nuevas sales, el grupo de investigacion de las
fuerzas aéreas de los Estados Unidos llevé a cabo algunas reacciones orgénicas en estos
medios, tales como las del tipo Friedel-Crafts, encontrandose que estos liquidos tenian
un excelente comportamiento tanto como disolventes como catalizadores [24]. Respecto
a su utilizacién como disolventes, parecian actuar como el acetonitrilo, con la diferencia
de que eran totalmente i6nicos y no se volatilizaban. Sin embargo, los liquidos i6nicos
basados en cloroaluminato de piridinio o imidazolio presentaban la desventaja de
reaccionar con el agua. En 1990, Mide Zaworotko, durante su estancia en la academia
de las fuerzas aéreas, prepar6 y caracteriz0 nuevas sales basadas en cationes
dialquilimidazolio y aniones del tipo tetrafluoroborato, hexafluorofosfato, nitrato,
sulfato y acetato que eran estables frente a la hidrolisis al menos a temperatura ambiente
[25]. Asi, estas nuevas sales se impusieron como las mejores candidatas para ser
utilizadas como electrolitos en baterias. Cuando Zaworotko dej6 la academia de las
fuerzas aéreas, Joan Fuller continué durante varios afios extendiendo el catdlogo de
liquidos i6nicos estables en agua, descubriendo mejores rutas para su preparacion. Joan
Fuller sintetiz6 un gran numero de liquidos i6nicos basados en el cation
dialquilimidazolio, ampliando las series a los mono y trialquimidazolio, combinando
estos cationes con los aniones mencionados en el pdrrafo anterior mas el bromuro,
cianuro, bisulfato, yodato, trifluorometilsulfonato, tosilato, fenilfosfonato y tartrato.
Como fruto de esta investigacion se obtuvieron una gran serie de nuevos liquidos
i6nicos con aniones desde tamafo relativamente pequefios a muy grandes. Desde
entonces, la sintesis de nuevos liquidos i6nicos es continua al ser casi ilimitada la
cantidad de aniones y cationes que pueden formar parte de su constitucion.
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3.2.3. Obtencion de los liquidos ionicos.

Los primeros liquidos idnicos que se sintetizaron basados en nitratos de alquilamonio
[15] se prepararon mediante la adicién de acido nitrico a alquilaminas. Asi, un método
simple para obtencién de liquidos idnicos es la protonacion de determinados
compuestos tales como aminas y fosfinas. Sin embargo, este método s6lo puede ser
utilizado para un pequefio nimero de sales, ya que muchas descomponen mediante
desprotonacion.

En general, la sintesis de liquidos idnicos supone dos etapas bien diferenciadas: la
formacion del cation que constituird el liquido idnico (reacciones de cuaternizacién), y
la reaccion de intercambio i6nico que generard el producto deseado. Para el caso de las
sales de amonio se muestra el esquema general de reaccion en la Figura 3.4.
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Figura 3.4. Sintesis general de liquidos i6nicos.

Sélo en algunas sintesis es necesaria la primera etapa, como es el caso de la formacién
del nitrato de etilamonio. En muchos casos, el cation se puede adquirir en su forma
comercial a un coste razonable, presentdndose en la forma de sal de haluro, asi lo tinico
que se requiere para formar el liquido i6nico es el intercambio del anién.

Aunque al principio las sales de 1-alquilpiridinio fueron las mdés utilizadas, la
susceptibilidad de éstas a experimentar procesos redox impone algunas limitaciones.
Por este motivo posteriormente fueron sustituidas por sales basadas en el catién
imidazolio, de menor punto de fusién. En el presente trabajo se utilizardn liquidos
i6nicos basados en el cation 1,3-dialquilimidazolio, y por ello la revisién bibliogréfica
se centrard en la preparacion de estos liquidos idnicos, aunque las técnicas que se
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presentan a continuacién son aplicables a otros tipos de cationes como los que se
indican en la Figura 3.5.
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Figura 3.5. Ejemplos de cationes usados para la sintesis de liquidos iénicos.

3.2.3.1. Reacciones de cuaternizacion

La formacion de los cationes que posteriormente constituirdn los liquidos i6nicos, puede
ser llevada a cabo por protonacién con un acido o por cuaternizaciéon de una amina o
una fosfina, principalmente con un haloalcano.

Las reacciones de protonacion se usan para la sintesis de sales tales como el nitrato de
etilamonio, en la cual se adiciona acido nitrico 3M a una disolucion acuosa enfriada de
etilamina [26]. La pequefia cantidad de amina que queda en el medio de reaccion
puede ser eliminada, al igual que el agua, calentando a 60 °C a vacio. Este
procedimiento general puede ser aplicado para la preparacion de otras sales del mismo
tipo. Cuando la amina es de alto peso molecular se puede correr el riesgo de
contaminacién por la amina residual. Un método similar se utiliza para la sintesis de
sales de bajo punto de fusién tales como cloratos, nitratos y tetrafluoratos de
1-alquilimidazolio con sustituyentes de larga longitud de cadena [27]. En estos casos se
emplea un ligero exceso de dcido y los productos obtenidos son generalmente
cristalinos a temperatura ambiente.

Las reacciones de cuaternizacién consisten en polisustituir una amina o una fosfina

hasta conseguir hacerla cuaternaria, mediante reacciéon con un haluro de alquilo. Los
procesos de cuaternizacion poseen como ventajas el amplio rango de haloalcanos
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disponibles a bajo precio y el hecho de que las reacciones transcurran a temperaturas
relativamente suaves. Ademds, las sales formadas pueden ser transformadas en sales de
otros aniones. En general, la reaccién puede ser llevada a cabo mediante cloroalcanos,
bromoalcanos y iodoalcanos. Las condiciones de reaccion se convierten mas suaves en
el orden Cl<Br<I, tal y como es de esperar en reacciones de sustitucion nucleéfila. Las
sales de fluoruros no se pueden formar mediante este camino sintético.

En principio las reacciones de cuaternizacién son muy simples de llevar a cabo; en ellas,
la amina, tal y como se muestra en la Figura 3.6, o la fosfina se mezclan con un
determinado haloalcano y la mezcla de reaccion se agita y calienta.

/ \ 1. NaOEt / \

N NH N

N 2. RBr Nk

Figura 3.6. Sintesis de alquilimidazoles.

Las reacciones de cuaternizacién de 1-alquilimidazoles, que son los productos de
partida més utilizados en la sintesis de los liquidos idnicos, similares a las de otras
aminas tales como la piridina [28] la isoquinoleina [29], 1,8-diazabiciclo[5,4,0]-7-
undeceno [30], 1-metilpirrolidina [31] y trialquilaminas [32], asi como para fosfinas.

La temperatura de reaccién y el tiempo son muy dependientes del haloalcano empleado,
siendo los cloroalcanos los menos reactivos y los iodoalcanos los més. La reactividad de
los haloalcanos decrece con el incremento de la longitud de la cadena. Para la reaccién
del 1-metilimidazolio con cloroalcanos es necesario calentar a 80 °C durante dos o tres
dias para asegurase de que la reacciéon se ha completado. La misma reaccién con
bromoalcanos se completa a las 24 horas a temperaturas méas bajas, entre 50 y 60 °C. La
reaccion con iodoalcanos se puede realizar a temperatura ambiente, pero como las
sales de iodo generadas son sensibles a la luz, es conveniente proteger el recipiente de
reaccion de la luz. Ademds, si es posible la reaccién deberia llevarse a cabo bajo
atmosfera de nitrégeno o algin otro gas inerte con el fin de evitar trazas de agua y
oxigeno durante la reaccion de cuaternizacion. La eliminacion del oxigeno es un factor
importante si se desea que la sal del haluro obtenida no presente color.

La preparacién de sales con sustituyentes alquilicos cortos, tales como [emim*][Cl] es
mads compleja, debido a que el cloroetano tiene un punto de ebulliciéon de 12 °C. Estas
reacciones tienen generalmente que ser llevadas a cabo en un autoclave, adicionando el
cloroetano enfriado por debajo de su punto de ebullicion.

En general, el requerimiento mds importante es que la mezcla de reaccién se mantenga
libre de humedad, ya que los productos de reaccién son a menudo muy higroscépicos.
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La reaccion puede llevarse a cabo sin el uso de disolventes, ya que los reactivos son
generalmente liquidos y miscibles entre ellos y el producto de reaccion, la sal del
haluro, es normalmente inmiscible con los materiales de partida. Sin embargo, a
menudo se utilizan disolventes tales como el propio haluro de alquilo,
1,1,1-tricloroetano [33], etanoato de etilo [34], o tolueno [35]. Estos disolventes
presentan la particularidad de que son inmiscibles con la sal del haluro formada,
separandose en una segunda fase. La sal de haluro se puede separar por decantacion,
eliminado los productos que puedan quedar en la misma por calentamiento a vacio. En
el proceso de calentamiento no se deben sobrepasar los 80 °C ya que un calentamiento
excesivo, puede conllevar una inversion de la reaccion de cuaternizacion. Las sales de
haluro sintetizadas son generalmente sélidas a temperatura ambiente, aunque algunos
ejemplos tales como las sales de 1-metil-3-octilimidazolio, permanecen como aceites
viscosos incluso a esta temperatura.

Si las reacciones se realizan a relativamente gran escala, se pueden aislar los productos
con un rendimiento superior al 90%, incluso llevando a cabo una etapa de
recristalizacion. El almacenamiento de los productos es conveniente que se realice en el
interior de un desecador, ya que las sales formadas tienden a ser muy higroscépicas,
especialmente cuando los sustituyentes alquilicos son de cadena corta.

Recientemente se ha publicado un procedimiento distinto al anteriormente descrito para
las reacciones de cuaternizacion, que supone la utilizacion de radiacién de microondas
con el fin de acortar los tiempos de reacciéon (minutos en vez de horas), obteniéndose
altos rendimientos [36].

Las posibles impurezas presentes en las sales obtenidas pueden ser productos de partida
que no han reaccionado y disolvente. Las sales de haluro generalmente se usan como
fuente del catién y deben ser eliminadas para la mayor parte de las aplicaciones, por lo
que se ha de asegurar mediante RMN que el liquido i6nico final estd libre de estos
compuestos.

Pero no sélo las sales de haluro se pueden preparar mediante este procedimiento. Las
reacciones de cuaternizacién entre 1-alquilimidazoles y metiltriflato [33],
trialquilaminas y metiltosilatos [37], y trifenilfosfina y octil tosilato se han usado para la
preparacion directa de liquidos i6nicos y, en principio, cualquier alquil compuesto que
contenga un buen grupo saliente puede ser utilizado en esta via de sintesis.

3.2.3.1. Reacciones de intercambio del anién
Otro de los procedimientos de sintesis consiste en llevar a cabo reacciones de
intercambio del anién. Dentro de este tipo de reacciones, se puede distinguir entre

aquellas que consisten en el tratamiento directo de las sales del haluro con é4cidos de
Lewis y las que se conocen como reacciones de metatesis anidnica. Esa division en dos
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categorias radica en que los métodos experimentales utilizados para cada una de éstas
son diferentes.

Tratamiento con dcidos de Lewis

La formacion de liquidos i6nicos por tratamiento de las sales de haluro con acidos de
Lewis (especialmente con AlCI;) fue la principal via de sintesis de liquidos i6nicos
durante los primeros afios de su desarrollo.

En términos generales, el tratamiento de haluros de sales cuaternarias Q"X con 4cidos
de Lewis MX,, conduce a la formacién de mds de una especie anionica, dependiendo de
las proporciones relativas de Q"X  y MX,. Esta reaccién es generalmente bastante
exotérmica. Aunque estas sales son relativamente estables, el exceso local de calor
puede dar lugar a la descomposicion del liquido i6nico. La sensibilidad al agua de la
mayor parte de los reactantes al igual que el liquido i6nico, supone que la reaccién tiene
que llevarse a cabo en ausencia de trazas de agua. Del mismo modo, es conveniente que
después de su sintesis los liquidos i6nicos sean almacenados en un desecador a vacio.

Los cloroaluminatos no son los tunicos liquidos idnicos preparados por esta via.
También se pueden emplear otros dcidos de Lewis tales como AIEtCl, [38,39], BCls
[40], CuCl [41],y SnCl, [42].

Reacciones de metdtesis

La primera preparacion de liquidos i6nicos basados en cationes 1,3-dialquil-
metilimidazolio relativamente estables al agua y al aire (a veces conocidos como
segunda generacion de liquidos i6nicos) fue descrita por Wilkes y Zaworotko [25] en
1992. La preparacion de estos nuevos liquidos idnicos era llevada a cabo mediante
reacciones de metatesis entre [emim]l y una serie de sales de plata (AgNO3, AgNO,,
AgBF,, Ag[CO,CH;3], y AgxSO,), utilizando como disolvente metanol o disoluciones
acuosas de metanol. La baja solubilidad del yoduro de plata en estos disolventes permite
su separacion por simple filtracién. La posterior eliminacion del disolvente permite
aislar los liquidos i6nicos con altos rendimientos y purezas. Este método es considerado
como el més eficiente para la sintesis de liquidos i6nicos miscibles con agua, aunque
estd limitado por el alto coste de las sales de plata y las grandes cantidades de
subproducto sélido formado. Posteriormente se publicé la primera sintesis de un
liquido i6nico inmiscible con agua, [emim"][PFs], obtenido por la reaccién entre
[emim*][CI] y HPFs en una disolucién acuosa [43].

La sintesis de liquidos ionicos inmiscibles con agua es considerablemente mas sencilla
que sus andlogos solubles en agua. La solubilidad en agua de los liquidos idnicos
depende de la naturaleza del anion y del cation de los que se compone, y en general
decrece con el incremento del cardcter organico del catién. La forma méds comun para la
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preparacion de liquidos idnicos inmiscibles con agua consiste en preparar en primer
lugar una disolucién acuosa de la sal de haluro del catién. Sobre la disolucién anterior
se afiade el anion en su forma acida, como sal alcalina o de amonio, teniendo entonces
lugar la reaccion de intercambio anionico. Métodos alternativos de sintesis suponen el
uso de plata [25] o sales de plomo [44]. Cuando se utiliza como fuente del anién la
forma acido del mismo, la reaccidn se ve favorecida, liberandose al medio HCI, HBr,
6 HI como subproducto que puede ser eliminado mediante lavado con agua. Se
recomienda en estos casos que estas reacciones sean llevadas a cabo con enfriamiento
de la disolucién de la sal de haluro mediante un bafio de hielo, ya que las reacciones de
metétesis son a menudo exotérmicas. En los casos en los que la forma 4cido no esté
disponible o la presencia de trazas de dcido pudiera causar problemas, se podria sustituir
por un metal alcalino o una sal de amonio sin mayor problema. Cuando se utiliza la
forma acido como fuente del anién, el lavado de los liquidos idnicos sintetizados
deberia continuar hasta que las aguas de lavado fueran neutras, ya que las trazas de
acido pueden causar la descomposicion de los liquidos i6nicos con el tiempo. Las sales
basadas en el anién [PF¢] tienen como problema particular la formacién lenta de HF
especialmente por calentamiento si el liquido i6nico no estd completamente libre de
acido. Cuando se opta por usar un metal alcalino o una sal de amonio, es recomendable
realizar un lavado con agua del liquido iénico y después analizar las aguas de lavado
con el fin de detectar la presencia de aniones haluro, por ejemplo mediante una
valoracién con nitrato de plata en el caso de que la reaccidén no se completase del todo.
Respecto a la purificacion mediante lavado, la alta viscosidad de los liquidos i6nicos
hace dificil que este proceso se pueda llevar a cabo de manera eficiente. Algunos
autores han recomendado recientemente la disolucién de éstos en CH,Cl, o CHCI;, con
el fin de disminuir la viscosidad del liquido iénico. Otra de las ventajas de este
procedimiento es que la mezcla disolvente orgdnico/liquido idnico, puede ser
almacenada sobre un agente desecante tal como MgSQ, antes de eliminar el disolvente
organico, con el fin de reducir la cantidad de agua en el producto final. Métodos
similares a los anteriormente comentados han sido utilizados para la preparacién de
sales basadas en aniones [PF¢ ]y [NTf;] [33,34].

En la preparacion de liquidos ionicos miscibles con agua el proceso de purificacion es
mads complejo. El uso de sales de plata descrito anteriormente permite la preparacion de
una gran cantidad de liquidos i6nicos de alta pureza, pero el proceso es muy caro para la
produccién de liquidos i6nicos a gran escala. El método mds comin es llevar a cabo el
intercambio con una disolucién acuosa de la forma 4cida del anidn, la sal de amonio o la
sal de un metal alcalino. Cuando se usa este método sintético es importante que el
liquido i6nico pueda ser aislado sin contaminacién de subproductos que contengan
haluros. Lancaster et al. [45] han sugerido un método sintético para la preparaciéon de
[bmim*][BF,]. En esta sintesis, que podria en principio, ser adaptada a cualquier
sistema miscible con agua, el liquido i6nico se forma por la metétesis entre
[bmim*][Cl'] y HBF, en una disolucién acuosa. El producto de reaccién es extraido en
CH,Cl, y la fase orgédnica obtenida se extrae a su vez con pequefios volimenes de agua
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desionizada hasta que el agua de lavado sea de pH neutro. La presencia de trazas de
iones haluro se puede detectar mediante un andlisis con AgNOs. Posteriormente al
tratamiento, el CH,Cl, es eliminado por evaporacién en rotavapor. Si se desea un mayor
grado de purificacion del liquido i6nico, se puede mezclar con carbén activo durante 12
horas. Finalmente, el liquido i6nico se filtra a través de una columna de alimina dcida o
neutra y se seca con calentamiento a vacio. El rendimiento obtenido mediante el
procedimiento descrito es de alrededor del 70% cuando la sintesis se realiza a gran
escala. De forma alternativa, las reacciones de metétesis pueden llevarse a cabo en un
disolvente organico tal como CH,Cl,, como describen Cammarata et al. [46] o en
acetona, como sefialan Fuller et al. [47]. En ambos sistemas los materiales de partida no
son totalmente solubles en el medio de reaccién, por lo que permanecen como una
suspension. En el caso de utilizar CH,Cl, como disolvente, la reaccion se lleva a cabo
por agitacién de la sal de haluro de 1-alquil-3-metilimidazolio con la sal del metal a
temperatura ambiente durante 24 h. Después de transcurrido este tiempo, las sales de
haluro que se obtienen como subproductos insolubles son eliminados por filtracion.
Aunque los subproductos tienen una solubilidad limitada en CH,Cl,, son mucho mas
solubles en mezclas liquido i6nico/ CH,Cl,. Asi, cuando se emplea este método, es
importante que los extractos de CH,Cl, sean lavados con agua con el fin de minimizar
el contenido en haluro del producto final. Este procedimiento supone una disminucién
del rendimiento final por lo que hay adoptar la precauciéon de que el volumen de agua
utilizado sea pequefio. La disminuciéon de la temperatura del agua hasta valores
proximos a 0 °C puede también reducir la cantidad de liquido i6nico que se pierde. El
producto final obtenido es purificado por agitaciéon con carbén activo y posteriormente
por su paso a través de una columna de alimina. Con este procedimiento sintético se
obtienen unos rendimientos que oscilan entre un 70 y 80 % y se puede usar para la
preparacion de liquidos i6nicos que contengan una amplia variedad de aniones tales
como: [PFq ], [SbFs ], [BEs ], [C1O47], [NTf, ], [NO3 ]y [CF:CO; 1.

Un método alternativo para la preparacién de liquidos idnicos de alta pureza, propuesto
por Wasserscheid y Keim [48], se basa en el uso de resinas de intercambio i6nico. En
este sentido, Lall er al. [49], han realizado la sintesis de liquidos i6nicos basados en
aniones fosfato con cationes de poliamonio basdndose en esta metodologia.

3.2.4. Propiedades fisicas v quimicas de los liquidos ionicos

Una de las propiedades que hacen a los liquidos iénicos especialmente atractivos como
sustitutos de los tradicionales disolventes orgédnicos voldtiles es su baja presion de
vapor, pero también poseen otra serie de propiedades que los hacen muy interesantes.
Asi, desde el punto de vista de sus aplicaciones potenciales, lo que hace a los liquidos
i6nicos realmente valiosos es la posibilidad de modular sus propiedades fisicas y
quimicas variando la naturaleza de los cationes y aniones presentes en sus estructuras
especificas [50,51].
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Algunas de estas propiedades y la relacion con su estructura son las que se exponen a
continuacion.

® Baja presion de vapor. A diferencia de las sales fundidas, los liquidos i6nicos
presentan una débil interaccién coulémbica entre iones, que limita la formacion de pares
i6nicos necesarios para que se produzca la volatilizacién de las sales, por lo que estas
sustancias tienen presion de vapor muy baja o indetectable. Esta caracteristica los hace
facilmente manejables, al no evaporarse, y permite la utilizacién de la destilacién para
recuperar los productos o sustratos disueltos en ellos en los procesos donde sean usados,
ya sea en catélisis, extracciones liquido-liquido, etc.

e FEstabilidad térmica. Los liquidos i6nicos se encuentran en estado liquido en un
intervalo de temperaturas mayor que los disolventes moleculares convencionales.
El limite superior de temperatura estd determinado normalmente por la temperatura de
descomposicion térmica del mismo, que normalmente se encuentra entre 350 y 400 °C
para procesos de pirdlisis en liquidos idnicos que contienen cationes inorgdnicos. La
temperatura de descomposicion depende de la naturaleza de los iones, catién y anidn,
que conforman el liquido i6nico. Asi, la temperatura de descomposicién es menor en el
caso de sales de tetralquilamonio que en aquellas basadas en el cation imidazolio; como
ejemplos de éstos tltimos se exponen los casos del [emim*][BF4], que es estable hasta
los 300°C, y del [emim"][NTf,7], hasta los 400° C [33]. Para las sales basadas en
cationes [Rmim"] la estabilidad para los diferentes aniones disminuye en la serie
[NTf, ]> [BFs] > [PFs] y [AsFs]> [I'], [Br] y [CI]. Asi, los liquidos iénicos que
contienen aniones mds débilmente coordinados son mds estables a la descomposicién a
altas temperaturas [33,11,52-54].

e FEstabilidad quimica. Los liquidos i6nicos basados en el catién
1,3-dialquilimidazolio son compuestos no inflamables [55] y quimicamente inertes [56],
a diferencia de los liquidos i6nicos basados en cloro-aluminatos que son muy sensibles
a la humedad y, por tanto, necesitan ser escrupulosamente protegidos de ella y de otras
impurezas de 6xido. Ademads, muchos complejos de metales de transicién y sustratos
orgdnicos no son inertes a los cloro-aluminatos, pudiendo reaccionar con ellos. También
estas sales reaccionan de manera muy exotérmica con el agua, produciendo HCI y un
precipitado blanco, que se redisuelve por agitacion [57].

® Bajo punto de fusion. Los liquidos iénicos tienen un bajo punto de fusion,
normalmente por debajo de la temperatura ambiente, pudiendo en algunos casos ser de
-100 °C. El punto de fusiéon depende de forma muy importante del tamafio de liquido
i6nico, de su carga y de la distribucién de la misma, tal y como se puede observar en la
Tabla 3.1. Asi, al aumentar el tamafio del anién y del catién disminuye el punto de
fusion. Del mismo modo, un incremento en la simetria de los iones, supone un aumento
del punto de fusién ya que permite un mayor empaquetamiento de los mismos. En el
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caso de cationes imidazolio con sustituyentes alquilo, un incremento en la longitud de
cadena del mismo supone una disminucién en el punto de fusién por cuestiones de
empaquetamiento, llegando a una situaciéon de minimo sobre los 6-8 dtomos de carbono,
donde la tendencia se invierte debido a la importancia de las interacciones hidrofébicas
entre las cadenas sutituyentes. En relacién a la dependencia del punto de fusién con la
carga se puede decir, de forma general, que la existencia de puentes de hidrégeno y la
deslocalizacién de carga conducen a un aumento del punto de fusion.

e Densidad superior a la del agua. Los valores de densidad para los liquidos
i6nicos medidos hasta el momento varian entre 1.12 g/cm’ para
[(H—C8H17)(C4H9)3N)+][Nsz-] y 2.24 g/Cl’Il3 para [(CH3)3S]BI'/A1BI'3 (34/66 mol%).
Es importante destacar que la densidad es la propiedad fisica menos sensible a la
variacion de la temperatura. Ademads, la presencia de impurezas tiene mucha menos
influencia en los valores de esta propiedad que en la viscosidad. Para un catién
determinado, la densidad para los diferentes aniones varia en la serie [CH3SO3] = [BF,]
< [CF3COy] < [CF3S057] < [C3F7CO5 ] < [(CF3S0,),N]. Para el caso de los cationes, la
densidad decrece cuando el tamafo del anién se incrementa [58,59].

. Viscosidad elevada. En general, los liquidos i6nicos tienen una viscosidad
mayor que la de los disolventes moleculares convencionales y estd comprendida entre
10-500cP. Para dar idea del orden de magnitud, la viscosidad del agua a temperatura
ambiente es de 0.890cP. La viscosidad en los liquidos ionicos presenta una fuerte
dependencia con la temperatura [60] y se afecta por la presencia de impurezas que
contenga el liquido i6nico [61]. Para el mismo catidn, el cambio del anién afecta de
manera muy importante a la viscosidad, disminuyendo su valor en la serie [CI'] > [PF¢ ]
>[BFs] = [NOs;] >[NTf;]. En estos casos, los pardmetros determinantes de la
viscosidad son el tamaio del anion y la basicidad del mismo. Asi, la disminucién en el
tamano del anién disminuye las interacciones de tipo van der Waals, incrementando la
interaccion electrostética a través de puentes de hidrégeno. Los valores de viscosidad
en los liquidos i6nicos también se ven afectados por la naturaleza del catién organico.
Esta tendencia no estd correlacionada con el tamafio del anién, ya que le afectan otros
fenémenos como el establecimiento de puentes de hidrégeno con el catién. Aunque la
influencia del catién en la viscosidad es menor, se ha observado que un aumento en la
longitud de cadena del sustituyente alquilico del catién imidazolio supone un aumento
en los valores de viscosidad, pudiendo ser ésta disminuida por el uso de cadenas muy
ramificadas [62].

. Buenas propiedades electroquimicas. Los liquidos i6nicos poseen una serie
de propiedades que los hacen ser disolventes adecuados en procesos electroquimicos,
tales como gran estabilidad a la oxidacién/reduccion, resistiendo un amplio rango de
potenciales y relativamente buena conductividad eléctrica. Ademds permanecen en
estado liquido en un amplio intervalo de temperaturas, como ya se ha comentado [63].
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° pH variable. Su acidez varia de unos a otros, pudiendo encontrar liquidos
ionicos dcidos, neutros o bdsicos.

e (Color. Son incoloros en estado puro. A veces presentan ciertas tonalidades,
siendo ciertas impurezas con frecuencia las causantes de las mismas.

En la Tabla 3.1 se muestran valores medidos por diversos autores de las propiedades

anteriormente descritas, de cuya observacion se ha extraido la influencia con la
variacion del cation y del anidn.
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Tabla 3.1. Efecto de la naturaleza del liquido i6nico en las propiedades fisico-quimicas del mismo.

Liquido Iénico Punto Densidad Viscosidad Conductividad 10 Gy

f‘(‘f(‘j‘;“ (g/em’) (20°C) (cP) (S/m) (>°C)
[bmim*][CI'] 6513 1.10'%% - - - -
[bmim*][CF;CO0’] 40163 1.21163 731631 0.32!63 - -
[bmim*][CF;S057] 1613 1.29'6% 90!63! 0.37'%3 - 200164
[emim*][BF,] 15165 1.279'%81 (25°C) 321681 (25°C) 1.41%81 (25°C) - -
[bmim*][BF,] -g21e3! 1.17'% 2331631 0.17"%3 - 300164
[hmim*][BF,] -gole4! 1.14164

(20 °C)
[bdmim*][BF ] 38164 1.2014 - - 20014
[emim*][PF¢] 6214 - - 0.52!7 (26°C) - -
[bdmim*][PF¢] 1.20™ 3164 (20 °C)
[bmim*][PFy] 15168 1.3650%1 (20°C) | 195.9%81 (25 °C) - 0.13418 577" 30014
38564
[hmim*][PFs] -80[6®] 1.2965'%%1 (20 °C) 712%4 (20 °C)- - 5.91163 -
34771 (25°C)
[omim*][PF4] -82[68] 123181 (20°C) 360011 (25°C)- 0.0237'%% 5.73168] 27014
1007.9'4(20 °C)

[emim*][NTf,] 303 1.518 11 (25°C) 31 1 (25°C) 0.57"%1 (25°C) - -
[bmim*][NTf; ] 413 1.431%% 5203 0.391% - -
[hmim*][NTf,] -50164 1384 (20 °C) 89.1%4 (20 °C) - 61 (20°C) 30014
[omim*][NT£, ] - 1334 (20 °C) 120.8"% (20 °C) - - -
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e FElevado poder de disolucion. Los liquidos iénicos son considerados como
disolventes polares. Las medidas solvatocromicas indican que poseen una polaridad
similar a los alcoholes de cadena corta u otros disolventes apréticos polares como
DMSO (dimetilsulfé6xido) 6 DMF (dimetilformamida). Esta suele ser intermedia entre la
del agua y la de los disolventes orgénicos clorados y varia dependiendo de la naturaleza
del liquido i6nico. Asi, pueden ser utilizados en multitud de aplicaciones pues solvatan
un amplio nimero de especies, tanto orgdnicas, inorgdnicas como organometdlicas
[70,71,33,50,63,72].

®  Solubilidad de liquidos ionicos basados en el cation imidazolio en disolventes
orgdnicos. La solubilidad de los liquidos i6nicos en los disolventes organicos depende
de la constante dieléctrica del disolvente; cuando ésta es mayor de 6, exceptuando el
caso del agua, el disolvente orgdnico suele ser miscible con el liquido i6nico. En la
Tabla 3.2 se exponen los valores de la constante dieléctrica para distintos disolventes
junto a su capacidad de solubilizar o no el liquido i6nico [bmim*][PFs].

Tabla 3.2. Solubilidad del [bmim*][PF4] en distintos disolventes.

Disolvente € [bmim*][PF]
Agua 80.1 Inmiscible
Carbonato de propileno 64.4 Miscible
Metanol 33.0 Miscible
Acetonitrilo 26.6 Miscible
Acetona 20.7 Miscible
Cloruro de metileno 8.93 Miscible
Tetrahidrofurano 7.58 Miscible
Tricloroetileno 3.39 Inmiscible
Disulfuro de carbono 2.64 Inmiscible
Tolueno 2.38 Inmiscible
Hexano 1.90 Inmiscible
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o Solubilidad de gases. La solubilidad de gases, como por ejemplo Hy, CO y O, es
generalmente buena en liquidos i6nicos y los hace disolventes atractivos para llevar a
cabo hidrogenaciones cataliticas, carbonilaciones, hidroformilaciones y oxidaciones
aerdbicas [14].

® Hidroficilidad/hidrofobicidad. La miscibilidad de los liquidos i6nicos con agua,
es una propiedad particularmente interesante. Todos los liquidos i6nicos descritos hasta
la fecha son higroscépicos. Mientras algunos son miscibles con agua en todas las
proporciones, como es el caso de [bmim*][BF,], otros se saturan con agua, formando
entonces un sistema bifdsico [73]. En este grupo se encuentran [bmim][PFs] y
[bmim*][NTf,]. La solubilidad de los liquidos i6nicos con agua depende en gran
medida de la naturaleza del anién, debido a la fuerte interaccién por puentes de
hidrégeno que se produce entre éste y el agua; el catién tiene un efecto secundario en
esta propiedad [46]. Aun asi, la lipofilicidad de las sales de dialquilimidazolio, se puede
incrementar mediante el aumento en la longitud de cadena de los grupos alquilicos
[74,52]. El logaritmo del coeficiente de reparto de un liquido iénico entre un disolvente
organico, tal como 1-octanol, y el agua (log K,y), se suele emplear como método de
medida relativa de la hidrofobicidad de los liquidos i6nicos. Este tipo de medidas puede
resultar muy interesante en la utilizacién de liquidos i6nicos como medios de reaccion
en sintesis enzimatica. Asi, Laane et al. [75] pusieron de manifiesto la presencia de
actividad enzimadtica en disolventes orgdnicos con un log K, superior a 4. En la Tabla
3.3 se muestra el log K, de distintos liquidos i6nicos y del n-hexano, un disolvente
organico habitualmente usado en este tipo de reacciones.
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Tabla 3.3. Valor del Log K,,, de distintos liquidos iénicos y de n-hexano.

Disolvente Log K,
n-Hexano 3.5
Acetonitrilo -0.337%
[omim*][NT, ] 0.80 - 10574
[hmim*][NTf; ] 0.15 - 022779
[bmim*][NTf,] -0.21 - -0.96¢
[emim*][NTf,] -1.05 - -0.96!®!
[bmim*][PF] -1.6620.03 "%\ 2.39+0.277"
[bmim*][CI'] -2.40£0.0776!
[bmim*][NO;] -2.424+0.027%1-2,.9040.017
[bmim*][Br’] -2.48 +0.137%
[bmim*][BF,] -2.5240.067%
[bmim*][CH;COO0] -2.7740.1177

Segun la propuesta de Laane et al. [75] ninguno de los liquidos i6nicos que se presentan
en la Tabla 3.3 seria adecuado como disolvente en reacciones biocataliticas.
Actualmente se sabe que no es asi, ya que algunos de estos liquidos i6nicos han sido
utilizados como disolventes en biotransformaciones con excelentes resultados. Sin
embargo, si bien el valor de log K,y de cada uno de los liquidos i6nicos no es muy
fiable a la hora de establecer qué medio de reacciéon es mejor que otro, si se ha
observado que, en general, cuanto mas hidrofébico es un liquido iénico més adecuado
es como disolvente en reacciones de sintesis biocataliticas.

® Polaridad. Las udltimas discusiones sobre el efecto de los disolventes en la
reactividad quimica apuntan a la polaridad del disolvente como una de las propiedades
determinantes de la misma. La forma mas comiin de medida de la polaridad es mediante
la constante dieléctrica, sin embargo su medida requiere que el medio sea no conductor,
que no es el caso de los liquidos i6nicos. Las medidas de polaridad en los liquidos
i6nicos pueden realizarse mediante estudios solvatocrémicos empleando para ello los
reactivos de Reichardt (1992) y de Nile Red [50].
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El reactivo de Reichardt, 2,4,6-trifenilpiridinio-N-4-(2,6-difenilfendxido)betaina, es un
colorante solvatocromico negativo que presenta un desplazamiento de 375 nm. Puede
registrar efectos derivados de la dipolaridad del disolvente, puentes de hidrogeno y de
acidez de Lewis, viniendo la contribucién mds importante del efecto dador de puente de
hidrégeno del disolvente [79]. Las medidas de polaridad basadas en el reactivo de
Reichardt [72] indican que la polaridad de estos liquidos i6nicos es similar a la de
alcoholes de cadena corta. El valor normalizado de la polaridad de Reichardt (ETN)
viene determinado fundamentalmente por la naturaleza del cation.

Tal y como se puede observar en la Tabla 3.4, el valor de ETN para las sales de
imidazolio sustituidas depende de forma importante de si la posicién 2 del anillo estd
protonada o metilada, a la vez ésta decrece conforme aumenta la longitud de la cadena
del cation. Este hecho es totalmente consistente con la importancia del efecto hidrégeno
dador de estos cationes en los valores de ETN. El efecto del anién en los valores de
polaridad es menor que el del cation. En este sentido, la diferencia en los valores de
polaridad al cambiar el anién para un catién determinado es, en general, mds pequefia
que la existente al cambiar el cation manteniendo fijo el anién. Asi, la diferencia en el
valor de Ef" entre [Et4sN]Cl y [EtsN] [NOs3] es de tan s6lo 0.006, mientras la diferencia
entre [EtNH3][CI] y [EtNH3"] [NOs7] es de 0.318. Mas pequefia es la diferencia entre
[ommim"][BF, ]y [EtNH;3"] [NTf,], que es sélo de 0.018. Lo que si estd claro es que el
efecto del cambio del anién depende de la naturaleza del cation. Teniendo en cuenta lo
anteriormente expuesto, los valores de ETN vienen determinados fundamentalmente por
la capacidad del liquido i6nico de actuar como dador de puentes de hidrégeno a través
del catién, moderado por la habilidad aceptora de puentes de hidrégeno que posee el
anioén. De esta manera, el equilibrio competitivo entre el catién y el anién o el reactivo
de Reichardt determinard los valores finales de Er".
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Tabla 3.4. Valores de polaridad ordenados de mayor a menor obtenidos para diferentes liquidos i6nicos
obtenidos a partir del reactivo de Reichardt [80].

Disolvente ETN (Reichardt)

Agua 1.000
[bmim*][BF ] 0.673
[bmim*][PF4] 0.667
Etanol 0.654
[bmim*][NO5] 0.650
[bmim*][NTf,] 0.642
[omim*][PF] 0.633
[omim*][NTf,] 0.630
[bmim*][CF;CO;] 0.620
[bmim*][CH;CO;] 0.570
[ommim‘][BF ] 0.543
[bmmim*][NTf;’] 0.525
[ommim*][NTf,] 0.525
Acetonitrilo 0.460
n-Hexano 0.009

Carmichael y Seddon [50] han estudiado la polaridad de liquidos i6nicos basados en 1-
alquil-3-metilimidazolio mediante el colorante solvatocrémico positivo de Nile Red.
Para los liquidos iénicos cuyo catién es [bmim*], tal y como se puede observar en la
Tabla 3.5, la polaridad decrece segin la serie [NO,]> [NOs|> [BFs]> [PF¢]. Esta
disminucién de la polaridad esté relacionada con el incremento en el tamafio del anién y
la consiguiente reduccién de la densidad de carga efectiva. Esta correlacién no se
cumple para el [bmim"][NTf,"] que, a pesar de que su tamafio es mayor que el de los
anteriormente mencionados, tiene una polaridad intermedia entre [bmim®][BF;] y
[bmim*][PFs]. Esto es debido a que la carga negativa del [bmim*][NTf,] estd
parcialmente deslocalizada en el enlace S-N-S. Segtin esta escala de polaridad, para los
liquidos i6nicos basados en tetrafluoroboratos y hexafluorofosfatos, la polaridad
aumenta al aumentar la longitud del sustituyente alquilico de 4 a 6. Sin embargo, para
los liquidos i6nicos basados en los cationes [hmim*] y [omim*] no hay diferencias en la
polaridad entre el [BFs] y [PFs]. Como conclusion general, para los liquidos i6nicos
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basados en el catién 1-alquil-3-metilimidazolio se puede decir que la polaridad estd
aparentemente determinada por el anién para aquellos que contienen grupos alquilicos
de cadena corta, y por el catiéon para aquellos cuyos grupos alquilicos son de cadena
larga. Por el contrario la serie de los nitratos no sigue la misma tendencia.

Tabla 3.5. Valores de polaridad ordenados de mayor a menor obtenidos para diferentes liquidos i6nicos
obtenidos a partir del reactivo de Nile Red [50].

Disolvente Exg (Nile Red)

Agua 201.7
[bmim*][NO5] 215.3
[hmim*][PF4] 216.8
[hmim*][BF ] 216.8
[bmim*][BF ] 217.2
[omim*][PF] 217.6
[omim*][BF,] 217.7
Etanol 218.2
[bmim*][NTf,] 218.0
[bmim*][PF¢] 218.5
Acetonitrilo 225.0
n-Hexano 247.0

Las escalas de polaridad presentadas anteriormente deben ser interpretadas teniendo en
cuenta el significado fisico-quimico de los valores obtenidos. Como el reactivo
solvatocromico de Reichardt es negativo, sugiere la capacidad de interaccion del cation,
por tanto las conclusiones derivadas de la interpretacién de los valores de polaridad
dados por el mismo van a reflejar principalmente el comportamiento del catién. El
reactivo solvatocrémico de Nile Red es positivo, por lo tanto, el andlisis de los valores
del mismo debe ser referido principalmente el comportamiento del anion.

® Nucleofilicidad. La nucleofilicidad de algunos liquidos i6nicos ha sido medida a
través de la variaciéon de An.x del reactivo solvatocrémico [Cu(acac)(tmem)][BPhy]
(acac=acetilacetona; tmen= N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina) [72]. De las medidas
realizadas se deduce que el valor de Apn.x es unicamente dependiente del anién. El
orden de nucleofilidad para algunos de los aniones de los liquidos idnicos es el
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siguiente: [PFq]< [NTf, ]< [TfO]. Asi, mientras la carga en el anién [PF¢] se encuentra
mas deslocalizada, la estructura cristalina de las sales de imidazolio basadas en el anion
[NTf,] sugieren que en éste la carga negativa estd localizada a lo largo de enlace S-N-S,
aumentando asi el poder nucledfilo del mismo. No se dispone de valores para el anién
[BF,4], pero Irimescu y Kato [81], proponen que el orden de nucleofilidad es el
siguiente [PF¢’]< [BF4]< [TfO], atendiendo a los valores del nimero donor de [BFs] y
de [TfO7].

3.2.5. Los liquidos ionicos como disolventes ‘‘verdes’

Los liquidos i6nicos han sido reconocidos como una alternativa limpia a los disolventes
orgdnicos convencionales principalmente debido a su préacticamente nula presion de
vapor.

Para un uso seguro de estos nuevos disolventes es necesario conocer su toxicidad y
biodegradabilidad. Aunque estos datos no han sido determinados para muchos liquidos
i6nicos, la volatilidad préacticamente nula de éstos reduce las potenciales vias de
exposicion, siendo el contacto directo con la piel y la ingestion las tnicas vias posibles.
La mayoria de los liquidos i6nicos que se han investigado son irritantes y tienen una
toxicidad comparable a los disolventes organicos convencionales [82]. No obstante,
algunos estudios han mostrado que es posible el disefio de liquidos i6nicos no téxicos
mediante la adecuada seleccion del catién y el anién constituyentes. Por los tests
bioldgicos que se han realizado a algunos liquidos i6nicos parece ser que la toxicidad de
éstos viene fundamentalmente determinada por el tipo de cation. Asi se ha observado
que los liquidos 1idnicos con sustituyentes alquilicos mds cortos en el cation
normalmente presentan menores toxicidades [82,83]. También se ha observado que
algunos liquidos i6nicos son biodegradables, especialmente cuando presentan un grupo
éster en la cadena alquilica lateral del cation [83-85]. Ademads, recientemente se ha
obtenido un liquido i6nico a partir de materias primas bio-renovables [86].

Asi, aunque no se puede afirmar con rotundidad que los liquidos idnicos sean
totalmente “verdes”, lo que si es cierto es que los procesos quimicos basados en el
empleo de estos nuevos disolventes presentan notables beneficios medioambientales al
reducir la generaciéon de residuos (eliminando las pérdidas de disolvente por
evaporacion y mediante la reutilizacion del IL) y el consumo de energia (en la
recuperacion de los productos se elimina la etapa de evaporacion de disolvente que lleva
asociada un alto consumo de energia). Ademds, como se ha comentado con
anterioridad, es posible el disefio de liquidos i6nicos no téxicos y biodegradables
mediante la adecuada seleccidn del cation y el anion.
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3.2.6. Aplicaciones generales de los liquidos ionicos

Los primeros liquidos i6nicos fueron sintetizados con fines electroquimicos, para ser
utilizados como electrolitos a baja temperatura libres de agua [87]. Comparados con los
electrolitos habitualmente usados, los liquidos i6nicos poseen similares potenciales
electroquimicos y conductividades idnicas, a la vez que son mds seguros y menos
téxicos e inflamables. Ademads, los liquidos i6nicos permiten que algunos metales
convencionalmente obtenidos de sales fundidas a altas temperaturas se depositen a
temperatura ambiente sin problemas de corrosion [88,89]. Los liquidos i6nicos han sido
utilizados en diferentes dispositivos electroquimicos tales como baterias [90,91], placas
solares [92] y condensadores electroquimicos [67,93,94].

En la dltima década se ha constatado que estos nuevos disolventes presentaban una gran
utilidad como medios de reaccién tanto en procesos quimicos como bioquimicos, lo que
ha potenciado el desarrollo de nuevos liquidos idnicos. Asi, se han utilizado como
disolventes en reacciones nucleofilicas [95,96] y electrofilicas [96,97] catalizadas tanto
por 4cidos como por complejos de metales de transicion. También se han revelado
como excelentes medios de reaccion en biosintesis [98,99] presentando ademds en estos
casos una gran capacidad para la estabilizacion enzimdtica en operaciones continuas
[100]. Esta aplicacion constituye uno de los focos de interés del presente trabajo de
investigacion y por tanto serd revisada con mayor profundidad en el apartado 2.3.

Otro reciente campo de investigacion en el que los liquidos i6nicos han encontrado
aplicacion es en procesos de separacion y purificaciéon [101]. Los liquidos i6nicos son
capaces de extraer selectivamente un compuesto especifico de una mezcla gaseosa o
liquida[34,101-103]. Asi, el empleo de liquidos 16nicos ha permitido la eliminacion de
diéxido de carbono y sulfuro de hidrégeno de un gas natural [102] mediante extraccién
selectiva. Algunos ejemplos de extracciones liquidas son la eliminacién de compuestos
orgdnicos de corrientes acuosas de residuos y la separacion de compuestos aromaticos
de alquenos [34,103]. Més recientemente los liquidos i6nicos han sido utilizados en
membranas liquidas soportadas con propdsitos de separacién [104,105]. Esta ultima
aplicaciéon también es objeto de interés en este trabajo y por tanto se abordard en
profundidad posteriormente (apartado 2.4).

La gran estabilidad térmica que presentan los liquidos i6nicos, pues soportan
temperaturas superiores a los 300° C sin descomponerse, ha hecho que se empleen como
lubricantes, y concretamente el [bmim*][BFs] ha demostrado ser un lubricante muy
versatil aplicado a contactos acero/acero, acero/ceramica, acero/cobre, acero/aluminio,
etc., [55].

Algunos de los liquidos i6nicos mds comunes, tales como las sales de

dialquilimidazolio, presentan dos caracteristicas que les permiten ser considerados
como una buena alternativa a los fluidos de intercambio de calor. Esas dos
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caracteristicas son el amplio rango en el que se encuentran en estado liquido y las
buenas propiedades de estabilidad térmica. Por ello, los liquidos i6nicos poseen el
potencial para competir en el mercado de los fluidos de transferencia de calor, frente a
los fluidos organicos sintéticos y los basados en siliconas de mayor éxito. Algunos
medidas preliminares sugieren que las capacidades calorificas de los liquidos i6nicos
son similares a las de los hidrocarburos petroliferos pesados y a las de los disolventes
orgdnicos convencionales (en el orden de 1-2 J g K). Sin embargo, en general,
todavia es necesario alcanzar un conocimiento mds profundo en materia de capacidades
calorificas, condutividades térmicas, corrosividad, toxicidad, velocidades de
descomposicion en funcién de la temperatura, y el efecto de impurezas, como el agua,
en todas esas propiedades [101].

También se han empleado como fase estacionaria en cromatografia de gases [106].

En cuanto a la comercializacién de los liquidos iénicos, ha habido un considerable
progreso en los ultimos cinco afios. Asi ya son numerosas las empresas que
comercializan estos nuevos disolventes (Merck [64], Solvent Innovation [68], Strem
Chemicals [107], Sigma-Aldrich-Fluka [108], Degussa [109], Cytec Industries [110]).
Gracias a ello el precio de los liquidos idnicos estd disminuyendo notablemente
(economia de escala) [64]. Ademads, ha crecido la demanda de nuevos liquidos i6nicos
debido a las nuevas aplicaciones industriales que éstos han encontrado. La primera
aplicacion industrial la llevé a cabo la empresa BASF (Alemania), que implant6 el
proceso BASIL® a escala comercial. El Proceso BASIL® (Biphasic Acid Scavenging
using Ionic Liquids) utiliza N-metilimidazol para eliminar el dcido que se forma en la
produccién de alcoxifenilfosfina, produciendo al mismo tiempo un liquido iénico [111].
Otra aplicacion industrial es el almacenamiento de arsina, trifluoruro de boro y fosfina
en liquidos idnicos (GASGUARD® Sub-Atmospheric Systems), desarrollado por la
empresa Air Products [112]. El Instituto Francés del Petréleo (IFP) también ha
patentado uno de sus procesos (DIFASOL®) con liquidos i6nicos para la fabricacion de
PVC por dimerizacién de olefinas de cadena corta [113]. También se han sintetizado
liquidos i6nicos basdndose en los principios quimicos de Hurley y Weir [19-21] para su
aplicacion en procesos industriales como la reacciéon de Diels-Alder (Industria
Petroquimica y Farmaceutica ) o la reaccion de Friedel-Crafts, y ya se estd en
condiciones de su incorporacién a procesos a escala comercial.
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3.3. APLICACIONES DE LOS LIQUIDOS IONICOS EN REACCIONES
QUIMICAS Y BIOQUIMICAS

3.3.1. Aplicaciones de los liquidos ionicos en reacciones quimicas

3.3.1.1. Como disolventes

Este es el uso que mayoritariamente se ha investigado con los liquidos i6nicos. Asi, se
han utilizado como disolventes en reacciones de hidrogenacién, hidroformilacién y
oxidacion.

¢ Hidrogenaciones:

Chauvin et al. [114] fueron los primeros que llevaron a cabo una hidrogenacién
catalitica, en concreto la hidrogenacién de 1-penteno, en medios liquido idnico. Para
ello utilizaron el complejo [Rh(nbd)(Ph;P),][PFs] [(nbd)= norbonadieno], el cual,
disuelto en [bmim][PFs] o [bmim][ SbF¢'] resulté ser un catalizador efectivo para esta
hidrogenacién. La velocidad de reaccién fue 5 veces mds rapida que cuando se utilizé
acetona como disolvente.

En estos medios también se han realizado hidrogenaciones estereoselectivas, como la

catalizada por rutenio en un sistema bifdsico [bmim*][PFs //MTBE para obtener el dcido
cis-3-hexanoico con una selectividad del 90% [115].

Recientemente se ha empleado un sistema bifasico liquido i6nico/scCO, para llevar a
cabo una hidrogenacién, evitando asi por completo el uso de disolventes organicos, con
lo cual estos sistemas son totalmente benignos desde el punto de vista medioambiental.
También se ha llevado a cabo con éxito la hidrogenacién catalitica de olefinas en un
sistema bifasico [bmim*][PFs]-scCO, [(116].

o Hidroformilaciones:

La hidroformilacién de olefinas es una reaccion de gran importancia industrial. Asi, la
hidroformilacién de propeno en un sistema bifasico acuoso, catalizada por rodio soluble
en agua, se estd comercializando industrialmente para la fabricacién de butanal [117].
Desafortunadamente, el uso del agua como fase polar limita este proceso a las olefinas
C,-Cs, debido a su baja solubilidad en agua. Sin embargo, se puede prever que el uso de
un liquido i6nico apropiado puede proporcionar la base para llevar a cabo la
hidroformilacién bifésica de olefinas de cadena més larga.

Asi, mas recientemente, Waffenschmidt y Wassercheid [37] han estudiado la
hidroformilacién de 1-octeno catalizada por platino en [bmim*][SnCl;7, en la cual, a
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pesar de la limitada solubilidad del 1-octeno en el liquido i6nico, se observaron altas
actividades y una notable regio-selectividad.

e (Oxidaciones:

Considerando la importancia comercial de las oxidaciones cataliticas y el hecho de que
los liquidos i6nicos son relativamente inertes a la auto-oxidacién con O,, sorprende que
sea muy poca la atencién que se le ha prestado a estas reacciones en liquidos i6nicos.

Un ejemplo es la epoxidacion estereoselectiva usando un complejo quiral de Jacobsen
[Mn"] como catalizador, en una mezcla de [bmim*][PFs]/CH,Cl, (1:4). En este caso se
consiguid una conversion del 86% en dos horas, gracias a la considerable activacion del
catalizador por el liquido i6nico [118].

e Alcoxicarbonilaciones:

La realizacion de estas reacciones en liquidos i6nicos ha atraido mucho menos interés.
Un ejemplo de ellas es la alcoxicarbonilacién bifasica de estireno, catalizada por
paladio, en [bmim*][BF,]-ciclohexano[119]. Mds recientemente, han sido descritas la
alcoxicarbonilacién y amidocarbonilacién de yoduros y bromuros de arilo, catalizadas
por paladio, en [bmim*][PFs] y [bmim*][BF,] [120].

3.3.1.2. Como catalizadores

Los liquidos i6nicos no s6lo pueden actuar como medios de reaccion sino también como
catalizadores, es decir, acelerando la velocidad de la reaccién, manteniendo su
naturaleza fisica-quimica después del proceso. El comportamiento como catalizador
puede ser debido a un efecto de polaridad, o una interaccién o reaccién especifica entre
el liquido i6nico y el catalizador [121]. Los liquidos i6nicos basados en cloroaluminatos
([AICLs], [AICI;]) son acidos de Lewis fuertes. Esto, asociado con el hecho de que son
relativamente faciles de manejar, hacen que estos compuestos se presenten como
alternativas no volatiles a los catalizadores 4dcidos de Lewis convencionales, tales como
AICls y a los dcidos de Bronsted tan peligrosos como el HF.

Una sintesis Friedel-Craft de gran interés en la industria farmaceutica es la de
pravadolina. Esta sintesis se ha ensayado en [bmim"][PF4], eliminando asi la necesidad
de incorporar un 4cido de Lewis y la generacion de residuos de aluminio, que
habitualmente se forman en este tipo de mecanismos. La reacciéon da lugar a altos
rendimientos con escasos residuos y ademds con la ventaja de que el liquido i6nico se
puede reciclar y reutilizar [122].

Varios autores han estudiado las reacciones de Diels-Alder en liquidos i6nicos. El
primer ejemplo publicado fue la cicloadiciéon de ciclopentadieno con metacroleina,
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como dienofilo, en sales de dialquilimidazolio. Los resultados demostraban claramente
que el liquido i6nico actuaba como un 4cido de Lewis, permitiendo llevar a cabo la
reaccion a baja temperatura y conduciendo a una alta selectividad endo:exo, con la
ventaja afiadida de que el liquido i6nico se podia recuperar y reciclar [123].

3.3.1.3. Como co-catalizadores

La dimerizacién de olefinas de cadena corta, catalizada por niquel, en liquidos i6nicos
basados en aniones cloroaluminato, es probablemente la reaccion mads estudiada en
liquidos 16nicos. A principios de 1990, el grupo de Chauvin y colaboradores, en el
Instituto Francés del Petrdleo, estudiaron la dimerizacion de propeno catalizada por
niquel en [bmim"][AICl,]. El precursor del catalizador consistia en un complejo de
niquel del tipo L,NiCl, (L=PhsP o piridina) el cual, en combinacién con el liquido
i6nico ternario (bmimCl-AlCI3-EtAICI, = 1:1.2:0.25), daba lugar a la forma activa del
catalizador, que era un complejo de Ni(Il), [LNiCH,CH;"][AICIl,]. A 5° C y presién
atmosférica se obtuvieron unas productividades mucho mds altas que las que se
obtenian con los disolventes orgédnicos convencionalmente usados ( > 250 kg de
dimeros por g de Ni) [41,114,124].

3.3.2. Aplicacion de los liguidos idnicos como disolventes en reacciones
biocataliticas

3.3.2.1 Utilizacion de disolventes no acuosos en reacciones biocataliticas

Las enzimas son proteinas disefiadas por los sistemas bioldogicos para realizar una
funcién 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 es el agua, aunque las enzimas no son capaces de funcionar
correctamente en medios formados inicamente por agua pura; sino que en su ambiente
nativo lo hacen en entornos compuestos por lipidos, proteinas y otras especies idnicas,
ademds del agua [125]. De acuerdo con lo anterior, el medio acuoso podria definirse
como el “medio convencional” en el que las enzimas desarrollan su accién. Cuando se
emplea el término “medios no convencionales™ se hace referencia a medios no acuosos.

Durante los dltimos afios, el empleo de biocatalizadores en sintesis organica se ha
convertido en una alternativa muy atractiva respecto a los métodos quimicos
convencionales. En efecto, las enzimas presentan a menudo una alta quimio-, regio-, y
enantioselectividad que las convierte en valiosos catalizadores en el campo de la
quimica fina. Ademas, las reacciones catalizadas por enzimas normalmente se llevan a
cabo en condiciones suaves, como temperatura ambiente y pH neutro. Las enzimas son
biocatalizadores muy eficaces, capaces de aumentar las velocidades de reaccion 10"
veces. Por ultimo, los procesos biocataliticos son menos peligrosos, contaminantes, y
consumen menos energia que las metodologias quimicas convencionales.
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Todas estas razones han hecho de los biocatalizadores un tema de investigacion muy
popular tanto en el mundo académico como en la industria. El tremendo potencial de las
enzimas como catalizadores estd ampliamente reconocido. Sin embargo, cuando su
empleo se restringe a su medio natural acuoso, su utilidad y alcance estd limitado por
una serie de consideraciones. L.a mayoria de los compuestos orgdnicos son insolubles en
agua [126], y en ella pueden tener lugar reacciones colaterales no deseadas (hidrdlisis,
racemizaciones, etc.). El equilibrio termodindmico de muchos procesos es desfavorable
en agua [127], y la recuperacion de los productos no es trivial (el agua es un disolvente
dificil de eliminar por su alto punto de ebullicién y calor de vaporizacion). 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 y contribuye a aumentar la estabilidad de la enzima [128]. Asi,
se ha comprobado experimentalmente que determinadas lipasas funcionan como
catalizadores en un medio practicamente anhidro y que esta deshidratacion les hace
adquirir nuevas propiedades, volviéndose extremadamente termoestables y teniendo un
caracter mas selectivo [129].

Por todo ello, ha habido un creciente interés en la utilizacion de disolventes no acuosos
(no convencionales) en reacciones biocataliticas, entre los que cabe destacar los
disolventes orgdnicos, los fluidos supercriticos, los medios gaseosos y los liquidos
i6nicos. 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 mds que una fase acuosa microscopica disuelta, correspondiente a
aquella que estd unida al biocatalizador y le permite al mismo adoptar dicha
conformacidn activa, sin la cual no podria funcionar [130].

Medio Orgdnico

El interés por este tipo de medios comenzé en la década de los 70, cuando se comprobd
que altas proporciones de agua/liquido orgdnico inmiscible eran compatibles con una
buena actividad de los biocatalizadores [126]. El trabajo de Zaks y Klibanov [131] puso
de manifiesto la viabilidad de utilizar las enzimas en medios orgédnicos hidréfobos,
aunque ésto suponia una reduccion drastica de la velocidad de reaccién [132]. El éxito
de estos nuevos medios de reacciéon radica en que en ellos las enzimas hidrolasas
pueden desarrollar reacciones sintéticas, tal y como la acilacién enantioselectiva de
alcoholes y aminas, las cuales son algunas de las aplicaciones mds importantes a nivel
industrial [133]. A partir de este momento, se desarrollaron tecnologias que incluian
unicamente disolventes organicos como medio de reaccion.

Los medios organicos presentan la ventaja de permitir el desarrollo de procesos que, ya
sea por factores cinéticos o termodindmicos, son totalmente imposibles de realizar en
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medios acuosos. Esto aumenta el alcance potencial en cuanto a aplicaciones y dispara el
impacto econémico de la biocatalisis [129].

La eleccion del disolvente orgdnico adecuado debe hacerse considerando una serie de
factores, dado que en todos los sistemas biocataliticos que contienen un disolvente, la
naturaleza del mismo influye considerablemente sobre la actividad y la estabilidad de
las enzimas. Un factor de gran importancia es su constante dieléctrica, ya que una
disminucién en la constante del medio implica un aumento de las interacciones
electrostéticas con los residuos cargados de la enzima, lo que puede conducir a una
pérdida de flexibilidad interna de ésta ultima. En consecuencia, dado que para los
fendmenos cataliticos se requiere una cierta flexibilidad, una limitacion de ésta causada
por el disolvente implicaria una reducida actividad catalitica de la enzima [134].

Si los cambios en la constante dieléctrica son lo suficientemente grandes como para
modificar el pK de todos los residuos ionizables en la superficie de la enzima, situados
cerca o en el centro activo, la unién y/o la conversién de los sustratos se puede ver
alterada. Por udltimo, si este cambio es dréstico, se puede llegar a afectar la estructura
tridimensional de la enzima de forma irreversible, provocando su desactivacion.

Muchas enzimas siguen siendo activas al suspenderlas en disolventes orgdnicos 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. Ademds, los disolventes no polares son, con frecuencia, pobres disolventes
para sustratos de interés.

Frente a los no polares, los disolventes organicos polares proporcionan un mejor medio
de reaccién para muchas aplicaciones de tipo industrial y sintético. No obstante, los
disolventes organicos polares de interés prictico, como la acetona o la dimetil-
formamida, interaccionan fuertemente con la enzima y las moléculas de agua asociadas
a la misma, reduciendo o destruyendo totalmente su actividad catalitica, asi 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
[129].

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 orgédnico disminuye la actividad enzimatica. Una
medida que se usa a menudo para racionalizar la influencia de los disolventes en los
sistemas biocataliticos es el pardmetro log K,,, que se define como el logaritmo del
coeficiente de particion de una sustancia en el seno de un sistema bifdsico estandar
I-octanol/agua [75].
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El principal factor en el efecto que tienen los disolventes orgdnicos sobre los
biocatalizadores no es su interaccion directa con las moléculas de enzima, sino con el
agua unida a las mismas [130].

Cuando se realiza un proceso biocatalitico catalizado por hidrolasas en un medio
organico, el contenido en agua del mismo debe conducir a una situacién de compromiso
entre la actividad de la enzima, ya que el agua desempefia un papel fundamental en la
estructura tridimensional de las proteinas y es importante para su estabilidad térmica y
su activacion, y una baja actividad hidrolitica, ya que el agua es el nucledfilo en estas
reacciones, disminuyendo la eficacia catalitica hacia los productos de sintesis [135].
Aunque ha quedado claro que las enzimas necesitan una cantidad minima de agua de
hidratacién para adoptar una conformacién activa, y considerando lo anterior, la
cantidad 6ptima que debe haber en el medio es dificil de determinar, y depende de
numerosos factores, tales como el disolvente, la enzima, el soporte, los sustratos y las
condiciones de reaccion [136,137].

Considerando un medio totalmente deshidratado y otros a los que se les ha afiadido
pequenas 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 mucha agua presente, la enzima puede hidratarse totalmente y rodearse por
varias capas de agua que dificultan el acceso de los sustratos hidrofébicos al centro
activo [138].

En la Figura 3.7 se pueden ver esquematizadas las posibilidades descritas
anteriormente. En el caso A se aprecia como la cantidad de agua no es suficiente para
que la enzima sea activa, viéndose afectada su conformacion estructural. El caso B es el
ideal, ya que la cantidad de agua es la justa para que la enzima adopte su conformacién
activa y los sustratos presentes en el disolvente orgdnico puedan difundir hasta ella. En
el caso C existe un exceso de agua, lo que no afecta a la estabilidad de la enzima, pero
el gran espesor de la capa acuosa formada en torno a ella supone una resistencia al
transporte de materia y dificulta la difusién de los sustratos hasta el centro activo.
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Agua

% Disolvente

Figura 3.7. Situacién esquemadtica de la enzima en un medio no convencional en funcién de la cantidad
de agua.

Sin embargo, a pesar de las ventajas que presenta el medio orgdnico frente al medio
acuoso se han detectado problemas a la hora de recuperar los productos (se requieren
procesos posteriores de purificacion), ademds de los efectos negativos del disolvente
sobre la actividad y estabilidad de las enzimas [139]. Respecto a estos udltimos, se ha
comprobado que los disolventes apréticos miscibles con agua ejercen un efecto
desactivador importante sobre la O-quimotripsina para concentraciones superiores al
30% [137]. Otros de los inconvenientes de la utilizacién de disolventes organicos son
su inflamabilidad y toxicidad, por lo que deben ser exploradas otras alternativas que
permitan su sustitucion cuando sea posible.

Medio Supercritico

Desde que en 1985 y 1986 se demostré que muchas enzimas son activas y estables en
fluidos supercriticos, hasta la actualidad, son muchos los estudios que se han realizado
al respecto. La mayoria de estos estudios se han llevado a cabo utilizando CO,
supercritico (scCQO;), ya que su propiedades lo convierten en el medio mds adecuado
para estas reacciones [139].

Algunas de las enzimas cuya actividad ha sido probada en scCO, son: lipasa [140],
polifenol oxidasa [141], fosfatasa alcalina [125] y colesterol oxidasa [142].

Numerosos estudios afirman que el scCO, no tiene un efecto desnaturalizante
significativo sobre las enzimas y que, en cuanto a este aspecto, se comporta como lo
haria cualquier disolvente organico [143]. El conocimiento sobre como afectan las
variaciones en las condiciones de reaccién en medio supercritico sobre la estabilidad de
las enzimas es de gran interés a la hora de seleccionar la situacion 6ptima. Un aumento
en la presion tiende a estabilizar la enzima, mientras que un aumento en la temperatura
produce el efecto contrario (probablemente debido a fendmenos de desnaturalizacién
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térmica). El efecto producido por sucesivos aumentos de presion no se debe
directamente al aumento de la presion, sino a a la modificacién de la solubilidad del
agua en el medio [144]. Para poder contrastar de forma madas sencilla el efecto
estabilizante o desnaturalizante del medio supercritico, se considera su densidad;
observandose para los casos estudiados un aumento de la estabilidad al aumentar la
densidad [137].

Los efectos que produce la presencia de agua en este tipo de sistemas son los mismos
que los observados en los sistemas con disolventes organicos, pero para apreciar el
mismo efecto cuantitativo se requiere una mayor cantidad de agua en el caso del CO,.
El CO, supercritico presenta una mayor hidrofilicidad que los disolventes orgénicos;
por lo que desplaza el coeficiente de particion del agua hacia el medio en lugar de hacia
el soporte, tendiendo a retirarla de la enzima [145].

Las principales ventajas que proporcionan estos medios sobre el medio acuoso se
enumeran a continuacion:

i.  Poseen unas propiedades para la transferencia de materia mucho mejores que el
medio acuoso.

ii.  Permiten procesar compuestos inmiscibles con agua en una sola fase.

iii.  La actividad del agua y el equilibrio termodindmico de ciertas reacciones se
puede modificar cambiando el contenido en agua del CO,.

iv.  Las enzimas son insolubles en el scCO,, por lo que no hay pérdidas de enzima
por solubilizacién y no se requiere inmovilizacién (por ejemplo en reactores de
lecho fijo).

Sin embargo, el uso de sistemas a alta presion, aunque no tiene ningin efecto negativo
sobre las enzimas, si presenta un serio inconveniente a la hora de realizar las etapas de
descompresion, ya que éstas han demostrado ser el factor mds importante en la pérdida
de actividad. Este efecto es consecuencia de modificaciones en sus propiedades
superficiales y es mds acusado cuando hay gran cantidad de agua de hidratacion
alrededor de la enzima. En enzimas estabilizadas por enlaces puente disulfuro, S-S, la
modificacion estructural se debe a la liberacién de CO, desde el agua de hidratacion que
las rodea [146].
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Medio Gaseoso

Se ha demostrado que es posible llevar a cabo reacciones con un preparado biocatalitico
sOlido y unos sustratos gaseosos, sin que sea necesaria una fase liquida para que tenga
lugar el fendmeno catalitico [147].

Dado que los sustratos deben estar en fase gaseosa, en estas aplicaciones se debe
trabajar a temperaturas elevadas y usando enzimas termoestables [148]. Al igual que
ocurria en los otros casos, en el medio gaseoso es muy importante el contenido en agua
y su actividad en el preparado enzimadtico para la actividad y la estabilidad de la enzima.
Al trabajar con estos sistemas, la actividad del agua (Aw) puede medirse ficilmente en
la fase gaseosa con unos sensores especiales; y viene definida como la relacién entre la
presion parcial del agua y la presion de vapor del agua pura a la misma temperatura
[149].

El requerimiento de las elevadas temperaturas limita mucho la aplicacién de este tipo de
medios para la sintesis orgdnica, especialmente cuando las sustancias que participan se
descomponen facilmente. Esto hace que no sean casi utilizados y apenas se encuentre
informacién sobre ellos en la bibliografia.

Liquidos iénicos

Durante los 10 ultimos afos, el empleo de los liquidos i6nicos en las reacciones
enzimaticas estd atrayendo un enorme interés, ya que estdn apareciendo como los
sustitutos mds adecuados a los disolventes organicos, al no causar problemas de
desactivacion enzimdtica, y evitar los efectos medioambientales derivados de la alta
volatilidad de estos ultimos.

Las lipasas, que poseen una importante tolerancia a los disolventes orgdnicos, son las
candidatas mds idéneas a ser utilizadas en liquidos i6nicos, por ello se dedicara el
apartado siguiente a estas enzimas, que son las utilizadas en el presente trabajo.

3.3.2.2 Las lipasas como candidatas mas idoneas a ser utilizadas en liquidos iénicos
Las lipasas pertenecen a la clase de enzimas hidrolasas (E.C. 3) y actian sobre los
enlaces éster (E.C. 3.1) de ésteres carboxilicos (E.C. 3.1.1). La reaccion sobre la que la

que actuaban originalmente se muestra esquematizada en la Figura 3.8, por lo que
también se las conoce como glicerol éster hidrolasas (E.C. 3.1.1.3.).
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Figura 3.8. Esquema de la reaccidn catalizada por lipasa sobre triacilglicerol (Jeager and Reetz ,1998).

Las hidrolasas son las enzimas mds utilizadas en biocatalisis y entre ellas destacan las
lipasas. A continuacién se comentan algunas de las aplicaciones biotecnoldgicas que
encuentran las lipasas.

Comercialmente, el principal campo de aplicacion de las lipasas es su adicién a
detergentes, que generalmente se destinan a uso doméstico y a lavaderos industriales.
Esta aplicacion constituye el 30% de la comercializacion total de enzimas [150]. Un
elevado nimero de detergentes comercializados contienen la lipasa de Termomyces
lanuginosa, que es producida por Novozymes y vendida bajo distintos nombres
comerciales.

Las lipasas son también ampliamente usadas en la industria alimentaria en el procesado
de grasas y aceites [151]. Estas enzimas son capaces de transformar materias primas
econdmicas en grasas de alto valor afadido. Un ejemplo de ello es la produccién de
mantequilla de cacao. La mantequilla de cacao es un ingrediente caro del chocolate que
le confiere a éste un agradable brillo, temperatura de fusién y consistencia [150].
Sustitutos de esta apreciada mantequilla de cacao han sido producidos mediante
reacciones de transferencia de grupo acilo entre grasas econdmicas catalizadas por la
lipasa de Rhizopus niveus (Amano).

También son utilizadas en la industria del papel y la pasta. Este es otro campo de
creciente interés en el uso de lipasas y se aplican para separar la pasta de papel de lo que
se conoce como brea, que es un conjunto de componentes hidrofébicos procedentes de
la madera, como ceras y triglicéridos, que causan graves problemas en la manufactura.

Las lipasas han encontrado también aplicacién en la industria cosmética, principalmente
en la sintesis de aromas y en la industria farmaceutica. En esta ultima, las lipasas
microbianas se emplean para enriquecer los dcidos grasos poliinsaturados de los lipidos
de animales y de plantas. Estos dcidos grasos poliinsaturados libres y sus derivados
mono y diglicéridos se usan para obtener una amplia variedad de productos
farmacéuticos como anticolesterolémicos, anti-inflamatorios, y tromboliticos [152].

También son utilizadas en la industria de quimica fina. La mayoria de las lipasas que se
utilizan en ésta son de origen microbiano, y estdn en un proceso de rdpida expansion
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gracias a la posibilidad de la catdlisis enantioselectiva a escala industrial. Los tipos mds
comunes proceden de bacterias (P. aeruginosa, P. fluorescens, B. cepacia, C. viscosum,
B. subtilis, Achromobacter, Alcaligenes y Serratia marcescens) y de hongos
(C. antarctica 'y C. rugosa).

En el futuro parece ser que una aplicacién interesante serd el tratamiento de residuos
incluyendo la destruccidn, prevencién o limpieza de sélidos, peliculas y efluentes con
un alto contenido en grasas.

Lipasa B de Candida antarctica

Entre todas las lipasas, la lipasa B de Candida antarctica es una de las mds utilizadas y
se han descrito numerosas aplicaciones [153].

La levadura de Candida antarctica fue originalmente aislada en la Antdrtida y se
encontrd que producia dos variantes de lipasa (CALA y CALB) [154].

La estructura de CALB fue resuelta en 1994 y se muestra en la Figura 3.10 [155,156].
Todas las lipasas tienen una estructura bdsica comiin, compuesta por una ldmina [3

central formada por mds de 8 hebras [} paralelas y unidas entre si por mds de 6 hélices
o [1571.

Figure 3.10. Estructura de la lipasa B de Candida antarctica. Las hélices o se muestran en rojo, las
ldminas B en verde claro y la superficie de la enzima en verde oscuro. Se puede apreciar como el final de
las cadenas acilo y alcohol de los sustratos estdn en la estrecha entrada del centro activo.
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CALB, que pertenece a la familia de las o/ hidrolasas-plegadas [158]. Se compone de
317 amino &cidos y tiene un peso molecular de 33kDa. El centro activo se muestra en la
Figura 3.11.

Figura 3.11. Centro activo de CALB.

Los aminodcidos que componen el centro activo son una triada catalitica, Serl05-
His224-Asp187, comiin a todas las serinas hidrolasas. El residuo nucleofilico de la Ser
se localiza en el carbono terminal de la hebra Bs en un pentapéptido GXSXG altamente
protegido, formando un caracteristico motivo tipo B-giro-a, Illamado “codo
nucleofilico”. El hecho de que la actividad de las lipasas sea mayor con sustratos
insolubles en agua que forman emulsion se conoce como “activacion interfacial”. Esto
consiste en que durante el contacto con la interfase lipido/agua, el bucle sigue un
reordenamiento conformacional, descubriendo el centro activo [159]. Las lipasas son las
Unicas enzimas que requieren esta activacion interfacial para un pleno rendimiento
catalitico [160]. La presencia de este bucle no siempre esta relacionada con la activacion
interfacial, ya que las lipasas de Pseudomona aeruginosa, Candida antarctica y una
lipasa pancredtica no presentan este fendmeno a pesar de estar provistas de dicho bucle
[155,159]. Esto hace que, por ejemplo, una lipasa B de Candida antarctica esté mejor
adaptada a los medios orgdnicos que una lipasa de Thermomyces lanuginosa, ya que la
primera no posee un bucle convencional, sino mds bien una hélice de gran movilidad
que actda como tal, y la estructura parece estar en una conformacion abierta con el
centro activo accesible [161].
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El mecanismo descrito para las reacciones de transferencia de acilo catalizadas por
CALB es el mecanismo ping-pong bi bi que se ilustrada en la Figura 3.12.
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Figura 3.12. Reacciones catalizadas por CALB siguiendo un mecanismo ping-pong bi bi.

El mecanismo es el siguiente: el primer sustrato entra en el centro activo de la enzima y
se forma el primer intermedio tetraédrico. A continuacion, el primer producto sale del
centro activo de la enzima y se forma el complejo acil-enzima. Después entra el
segundo sustrato de la reaccion al centro activo y se forma el segundo intermedio
tetraédrico. Finalmente, el segundo producto formado sale del centro activo y la enzima
queda libre para comenzar otro ciclo catalitico.

Como se puede observar en la Figura 3.12, CALB puede catalizar reacciones de
transferencia de acilo entre varios compuestos. Asi, dependiendo de los grupos R que
aparecen en la figura, la reaccion puede ser la hidrélisis de un éster, una esterificacion o
una transesterificacion. El segundo sustrato también puede ser una amina, lo que
resultarfa en una aminolisis. En las reacciones de hidrdlisis o transesterificacion el
primer sustrato (dador de acilo) puede ser también un tioéster.
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Centraremos nuestro interés en las reacciones de transesterificacién ya que son objeto
de estudio en la presente memoria.

Reacciones de transesterificacion

Las reacciones de acilacion catalizadas por lipasas pueden llevarse a cabo por
esterificacion directa entre un dcido y un alcohol o por transesterificacion entre un éster
y un alcohol.

La esterificacion directa entre un dcido y un alcohol es generalmente muy lenta (a pesar
de la catélisis enzimdtica) y reversible con una constante de equilibrio cercana a la
unidad [162]. Para desplazar el equilibrio se suele recurrir a la eliminacién del agua
producida durante la reaccién (grupo saliente) mediante evaporacién a alto vacio,
destilacién azeotrépica o empleo de agentes secantes como los tamices moleculares.
Este método se emplea generalmente cuando los sustratos son baratos (no preocupa
demasiado su pérdida).

Sin embargo, en el campo de la quimica fina (donde en general los sutratos son mas
caros y el valor anadido del producto es mayor), es preferible recurrir a reacciones de
transesterificacion para llevar a cabo una acilacién biocatalizada. Como estas reacciones
no liberan agua durante el curso de la reaccidén, son generalmente mds sencillas de
manipular. Contrariamente a las reacciones hidroliticas en las que el nucleéfilo externo
(agua) estd siempre en exceso (55M), la concentraciéon de alcohol a acilar en las
reacciones de transesterificacion siempre es limitada. Las transesterificaciones en las
que se emplean ésteres normales (metilo, etilo) como dadores de acilo son reversibles.
Esto es debido a que la nucleofilicidad del nucleéfilo externo y el grupo saliente
(metanol, etanol) es muy similar y por tanto ambos compiten por el intermedio acil-
enzima en ambos sentidos de la reaccion (Figura 3.13).

Q Hidrolasa 0
)K + R'OH == = + EtOH
R OFEt <nucle(’)filo> disolvente organico R° OR” (grupo saliente)
externo

Figura 3.13. Transesterificacion catalizada por CALB empleando un éster etilico como dador de acilo.

Esto conduce a velocidades de reaccion lentas que pueden provocar una pérdida
importante de selectividad por razones cinéticas. Para desplazar el equilibrio de la
reaccion en el sentido que nos interesa se pueden emplear tres alternativas: usar exceso
de agente acilante, evaporar el metanol o etanol producidos por evaporacion a alto vacio
(no aplicable si se usa un disolvente organico de bajo punto de ebullicién que también
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se evaporard), o bien emplear dadores de acilo ‘“activados” que favorezcan que la
reaccion sea mds o menos irreversible. Esta ultima alternativa es la que se suele
emplear.

Aunque la transferencia de acilo empleando dadores activados es un proceso
tedricamente reversible, la posicion del equilibrio estd tan desplazada hacia la
formacion de producto que a efectos preparativos se puede considerar como un proceso
irreversible. La Figura 3.14 muestra los distintos tipos de dadores de acilo comtinmente
empleados en laboratorio.

Esteres activados

(0] 0 (0] (0]
C3H7)J\O CF3 C3H7 /\ C3H7 2

Butirato de Tiooctanoato de

. . . acetato
trifluoroetilo etilo

de diacetil monoxima

Esteres enolicos
(0)

(0] R
)J\O/& o= =
R = H, acetato de vinilo

R = CH3, acetato isopropenilo
R = OEtCHjs, acetato de 1-etoxivinilo

Diceteno

Anhidridos

A O

Anhidrido del Anhidrido del
acido acético acido succinico

Figura 3.14. Ejemplo de dadores de acilo activados para la acilacién irreversible de alcoholes.

Los trihaloetil ésteres y entre ellos, los trifluoroetil ésteres son uno de los ejemplos
tipicos. El grado de activacion del éster es bastante alto, y el trifluoroetanol que se
produce se puede eliminar por evaporacion, lo que facilita el procesado de la reaccion.
Los anhidridos de 4cido tambien se han empleado para acilar alcoholes [163].
La enzima no se modifica quimicamente por el anhidrido pero el dcido carboxilico que
se libera puede hacer que disminuya la enantioselectividad de la reaccion.
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Se considera a los enol ésteres como los dadores de acilo activados mas utiles [162].
El alcohol que se produce como grupo saliente tautomeriza al correspondiente
compuesto carbonilico, que ya no es nucledfilo, desplazando el equilibrio de la reaccién
en el sentido que interesa. Ademds en el caso de los ésteres vinilicos (acetato de vinilo
por ejemplo) el producto de tautomerizacion (acetaldehido) es volétil convirtiendo el
proceso virtualmente en irreversible y facilitando atn mas el aislamiento del producto
de la reaccion (Figura 3.15). El grupo de Wong fue el primero en aplicar esta
metodologia para transesterificaciones catalizadas por lipasas [164]. En la presente
memoria se han empleado ésteres vinilicos como agentes acilantes en reacciones de
transesterificacion de alcoholes catalizadas por CALB.

O Lipasa
R)]\O/\ + ROH ————
disolvente orgdnico

R OrR" *

o
o\ o

(volati)
S

Figura 3.15. Transesterificacion irreversible catalizada por CALB empleando un éster vinilico como
dador de acilo.

Las transesterificacion de alcoholes catalizada por CALB empleando dadores de acilo
activados (fundamentalmente enol ésteres como el acetato de vinilo) es una de las
principales técnicas enzimadticas de proteccion de grupos funcionales en sintesis
organica [165] debido fundamentalmente a la quimioselectividad, muy util para casos
como el de los aminoalcoholes, y sobre todo al alto nivel de regioselectividad
alcanzable gracias a la biocatdlisis, de gran valor para el caso de compuestos
polihidroxilados. También, es ésta una reaccién bdsica para la resolucion cinética de
mezclas racémicas de alcoholes secundarios [166,167]. Otras potenciales aplicaciones
de CALB son la produccién de polilactonas [168,169] y la producciéon de
poliésteres[170].

CALB ademads es una enzima muy estable que ha sido utilizada hasta a 150°C [171], en
disolventes organicos de alta polaridad como acetonitrilo y dimetilsulféxido y en fluidos
supercriticos [172,173]. Con estos precedentes, esta enzima es una candidata idonea
para ser utilizada en medios liquido iénico.

57



3. Antecedentes

3.3.2.3 Los liquidos iénicos como medios no convencionales en
reacciones biocataliticas

Magnusson et al. [174] comprobaron en 1984 que la enzima fosfatasa alcalina era
relativamente estable en una mezcla de nitrato de etilamonio y agua (4:1). Asi, con la
intencién de mejorar la velocidad de reaccion de los procesos cataliticos en medios
organicos surgen los liquidos i6nicos como nuevos medios anhidros de reaccién donde
llevar a cabo reacciones biosintéticas. Durante los 10 ultimos afios, el empleo de los
liquidos i6nicos en las reacciones enzimdticas estd atrayendo un enorme interés, ya que
estan apareciendo como los sustitutos mas adecuados a los disolventes organicos, al no
causar problemas de desactivacion enzimatica, y evitar los efectos medioambientales
derivados de la alta volatilidad de estos ultimos.

La primera biotransformacién con éxito que se llevé a cabo en liquidos i6nicos fue la
sintesis de Z-aspartamo por la enzima termolisina en [bmim*][PFs] con un 5% (v/v) de
contenido en agua [175].

Las lipasas, que poseen una importante tolerancia a los disolventes orgdnicos, son las
candidatas mas obvias a ser utilizadas en liquidos i6nicos. De hecho, la lipasa B de
Candida antarctica (CALB) [176-179] y de Pseudomonas cepacia (PcL) [176,177,180]
resultaron cataliticamente activas en liquidos i6nicos basados en los cationes 1-alquil-3-
metilimidazolio y 1-alquilpiridinio. Las reacciones de tranesterificacion catalizadas por
lipasas en liquidos i6nicos transcurren con una eficacia comparable al t-butil alcohol
[178], dioxano [181] o tolueno [180]. CALB se mostré6 10 veces mdas activa en
[bmpy*][BF,;] y [bmim*][Tf2N"] que en diisopropil eter [179], mientras que la lipasa de
pancreas de cerdo, la tnica lipasa de mamifero que ha sido estudiada en liquidos i6nicos
como medio de reaccién, no mostré actividad en los mismos. Las lipasas no presentan
capacidad catalitica en todos los liquidos i6nicos. Asi, no han mostrado actividad
sintética en [mmim*][MeSO,] [179], [bmim*][NOs] [bmim*][lactato’] 6
[EtNH;][NO5] [98], siendo importante destacar que todos estos liquidos idnicos son
miscibles con agua. Al parecer en estos casos los aniones metilsulfato, nitrato, y lactato
tienden a solvatar la lipasa, mediante interacciones fuertes que la desnaturalizan. De
hecho, se ha observado mediante espectroscopia de fluorescencia la desnaturalizacién
de una lisozima al disolverse en [EtNH;"][NO5s7] [12].

También ha sido estudiada la actividad de la enzima aquimotripsina en la reaccion de
transesterificaciéon de ésteres de N-acetil-L-aminoacidos, utilizando como medios de
reaccion liquidos i6nicos basados en catién 1-alquil-3-metilimidazolio con un contenido
en agua del 0.5 % [182-184]. Cuando los liquidos i6nicos utilizados como medio fueron
el [bmim"][PFs] o [omim™][PFs], las velocidades de transesterificaciéon fueron
similares a las obtenidas cuando el medio de reaccién utilizado fue isooctano o
acetonitrilo [183]. Sin embargo en [emim*][Tf,N], (en unas condiciones de reaccién
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ligeramente diferentes) la velocidad de reaccién fue cerca de un orden de magnitud
superior [184].

Las glicosidasas son a menudo utilizadas en mezclas de agua con un disolvente
orgdnico por lo que es interesante el estudio de las mismas en mezclas agua-liquido
i6nico. Sin embargo, la tolerancia de estas enzimas a estos medios no es muy buena.
Asi, la B-galactosidasa de Escherichia coli solamente mantiene el 6% de su actividad
inicial en mezclas al 50% de agua/[bmim"][PFs] [176]. La enzima formato
deshidrogenasa tolera las mezclas liquido i6nico-agua  mucho mejor que las
galactosidasas. Esta enzima mantiene el 98% de su actividad inicial en una mezcla
[mmim*][MeS047] / tampén al 75% en el liquido i6nico [185].

Respecto a la estabilidad térmica de las enzimas cabe destacar que ésta es en general
mayor en medios organicos con baja actividad de agua que en medios acuosos, por lo
tanto cabe esperar que los liquidos i6nicos mantengan este efecto. Asi, la pérdida de
actividad de la termolisina resulté ser menor en [bmim*][PFs] que en acetato de etilo
[175]. Del mismo modo, la vida media de o-quimotripsina en liquidos i6nicos fue
aproximadamente 10 veces mayor que en I-propanol [184]. Lozano et al. [100]
compararon la estabilidad de CALB, en presencia de un 2% de agua de una serie de
liquidos i6nicos con 1-butanol y hexano, encontrando que ésta era igual o superior a los
medios orgdnicos empleados. La estabilidad térmica de la enzima CALB libre
(Novozym SP525) o absorbida (Novozym 435) también ha sido determinada, mediante
incubacién en [bmim*][PFs] a 80°C [98]. La actividad en la enzima libre aumenté un
120% a las 20 horas. En contraste se observé una desactivacion lineal cuando la enzima
fue incubada en alcohol t-butilico. La actividad de Novozym 435 aument6 un 350% a
las 40 horas, diminuyendo su valor hasta un 250% a las 120 h. Sin embargo la
incubacién de CALB CLEA (cross-linked enzyme agregates) a 80°C en [bmim*][PFs ]
supuso una pérdida de actividad progresiva. Por todo lo anterior, parece ser que el
liquido i6nico induce a la enzima a adquirir una conformacién mads activa en la enzima
libre, lo cual no es posible en las CLEAs.

Liquidos ionicos y lipasas

Las lipasas, como se ha comentado anteriormente se aplican en un amplio rango de
reacciones tales como esterificaciones, transesterificaciones, perhidrélisis y aminolisis
[186]. La utilizaciéon de medios anhidros en las reacciones de transesterificacién y
aminolisis es de vital importancia, con el fin de evitar las reacciones laterales de
hidrélisis. CALB, PsL y PcL, que f4cilmente toleran estos medios, se utilizan
generalmente como catalizadores en ellos. Asi, se ha llevado a cabo la sintesis de
poliéster en [bmim*][BF;] y [bmim"][PFs] a 60 °C [187]. A diferencia de la sintesis
tradicional sin disolventes a 200 °C, los productos de reacciéon obtenidos cuando se
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emplean liquidos i6nicos son de peso molecular mas bajo, lo cual puede ser debido a la
alta viscosidad de los liquidos i6nicos [188].

La enzima CALB ha catalizado también la esterificacion selectiva de glucosa en
[emim*][BF,], reaccién que se lleva a cabo con dificultad en otros disolventes
organicos tales como tetrahidrofurano (THF), debido a que la solubilidad del reactivo es
mucho mdés alta que la del producto, generdndose el diéster con facilidad. La
esterificaciéon de glucosa fue mds rdpida cuando se utiliz6 [moemim®][BF;] como
medio de reaccion, donde la solubilidad de la glucosaes de 5 g 1", 10 veces mds que en
acetona [180].

~—OH — 0 AL —0Ae
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Figura 3.16. Acilacion regioselectiva de glucosa en liquidos iénicos y THF.

La resolucion de alcoholes quirales mediante acilacién enantioselectiva es una de las
mayores aplicaciones industriales de las lipasas [133]. Los liquidos i6nicos también se
han utilizado con éxito en este tipo de reacciones, en concreto como medios de reaccién
para resoluciones de arilalcoholes catalizadas por CALB y PcL (Figura 3.17)
[177,179,180,189]. La resolucién racémica de estos compuestos se consigue con una
selectividad de buena a excelente en los disolventes orgdnicos convencionales,
quedando un pequefio margen de mejora para los nuevos medios. A pesar de ello la
relacion enantiomérica (E) [190] de algunas de estas resoluciones mejora
considerablemente cuando la reaccién es llevada a cabo en un liquido i6nico. Asi, la
enantioselectividad de la resolucién racémica del rac-feniletanol llevado a cabo por PsL
fue casi total en [bmim'][TfO] y [bmim'][Tf,N7], obteniéndose valores
considerablemente inferiores en TBME (tert-butilmetileter) [179]. Del mismo modo,
Kim et al. [177] estudiaron la transesterificacion de alcoholes en presencia de acetato de
vinilo usando la lipasa B de Candida antartica (CALB inmovilizada) y la lipasa
Pseudomonas cepacia (PCL nativa) como catalizadores enzimdticos en [emim*][BF,] y
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[bmim*][PFs], comprobando que las lipasas eran 25 veces mas enantioselectivas en los
liquidos i6nicos que en los disolventes organicos convencionales.
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Figura 3.17. Resolucién racémica de alcoholes quirales por la enzima lipasa.

La alta termoestabilidad de las lipasas en liquidos i6nicos, ha incentivado la
investigacion en resoluciones racémicas a alta temperatura [191]. Asi, se estudié la
resolucién racémica de rac-feniletanol por PsL en [bmim'][Tf,N7] a diferentes
temperaturas, observandose que la enantioselectividad (E) se mantenia en unos valores
altos desde 200 hasta 150 al aumentar la temperatura de 25 a 90°C. Sin embargo,
cuando se utiliz6 como medio de reaccion el TBME el valor de E disminuyé
rapidamente de 200 a 4 (a 55°C, temperatura de ebullicién del TBME) [191].

La resolucién de alcoholes primarios fésforo-sustituidos (Figura 3.18) catalizada por la
lipasa Pseudomonas fluorescens (lipasa AK), se llevd a cabo con una alta
enantioselectividad en [bmim"][PFs], mayor que en diisopropileter. Sin embargo, la
enantioselectividad result6 ser insignificante en [bmim*][BF,7] [192].
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Figura 3.18. Acilacién enantioselectiva de alcoholes primarios fésforo sustituidos.
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También se ha llevado a cabo la resoluciéon racemica de rac-2-pentanol [193] y rac-
glicidol [194] en liquidos i6nicos basados en el cation imidazolio con excelente
enantioselectividad. La actividad de CALB para la resoluciéon de rac-2-pentanol en
[bmim*][Tf,N] resulté ser 2.5 veces mayor que en hexano y transcurrié con una
selectividad del 99,99%. La resolucion racémica de rac-glicidol fue catalizada por
lipasas de Candida antarctica (CALA y CALB) y Mucor miehei (MML). Todas las
enzimas catalizaron la sintesis de ésteres de glicidilo en liquidos iénicos, siendo la
actividad en éstos 95 veces mayor que en tolueno.

Recientemente se ha estudiado la esterificacién enantioselectiva de (*)-mentol
catalizado por la lipasa Candida rugosa (CRL) en [bmim*][PFs] y [bmim'][BF,]
[195]. La actividad enzimatica y la enantioselectividad en [bmim][PFs] fueron
comparables a las obtenidas en hexano. También se ha investigado la acilacién
enantioselectiva catalizada por lipasas de aminas tales como la 1-feniletilamina y la 2-
fenil-1-fenilamina en diferentes liquidos i6nicos basados en el catiéon imidazolio. La
resolucién cinética de 1-feniletilamina se llevé a cabo de forma eficiente en 1-butil-2,3-
dimetilimidazolio trifluorometanosulfonato [81].

34. APLICACIONES DE LOS LIQUIDOS IONICOS EN PROCESOS DE
SEPARACION A TRAVES DE MEMBRANAS.

3.4.1. Tecnologia de membranas

El nombre de membrana designa a un sistema cuyo espesor es muy pequefio comparado
con su superficie, que separa dos fases macroscdpicas, sobre las que ejerce un control
selectivo de las transferencias de materia y energia entre ellas. El estudio de los
fendmenos que tienen lugar a través de las membranas se basa en el andlisis de los
flujos de las especies que estdn separadas por aquellas (flujos salinos, idnicos, de
volumen, etc.), y las fuerzas termodindmicas que los producen (gradientes de presion,
potencial eléctrico, concentracion, etc.).

Una de las principales finalidades del estudio de los fenémenos de transporte a través
de membranas es el disefio, desarrollo y optimizacién de aplicaciones muy variadas en
procesos industriales, de separacién o purificacion, etc.

El campo de investigacion en tecnologia de membranas es relativamente reciente,
datando su desarrollo de los afios cincuenta, aunque aparecen estudios precursores de
procesos con membranas desde el siglo XVIII, como los llevados a cabo por Nollet
(1748), Grahan (1866) y Van't Hoff. (1887). Y ya en el siglo pasado, destacan
investigadores como Donnan (1911), que establecié su conocida ley de distribucién, y
otros como Teorell, Meyers y Sievers, que afilos mds tarde expusieron su teoria para el
estudio del potencial de membrana, conocida como TMS, en honor a sus iniciales [196].
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Como consecuencia de la rdpida consolidacién de los estudios de membranas, todos los
paises industrializados han prestado un creciente interés en el desarrollo de proyectos de
investigacion, a través de instituciones gubernamentales, universitarias y privadas, e
incluso organizaciones internacionales, sobre el campo de aplicacién de los procesos
que implican el uso de membranas. Como ejemplo de ésto cabe destacar que la
UNESCO decidi6 crear en 1992 el Centro de Ciencia y Tecnologia de Membranas, a
fin de promover su aplicacion para mejorar la calidad de vida, fundamentalmente de los
paises en vias de desarrollo.

3.4.1.1. Clasificacion de las membranas

Por lo general, los pardmetros a tener en cuenta en la eleccion de una determinada
membrana para un proceso industrial son numerosos y van desde su resistencia y
espesor, hasta su porosidad, sin olvidar el precio, pardmetro decisivo en toda eleccion
industrial.

En la elecciéon de la membrana intervienen tanto el flujo que la atraviesa como la
selectividad. La gama de variables en cuanto a tamafo o densidad de poros puede ser
muy amplia y, segin la aplicacidn, la selectividad en la separacién de sustancias puede
depender del tamafio de poro (membrana porosa), de las diferencias de solubilidad
(membrana densa) o de las interacciones quimicas o electrostiticas entre solutos y
membrana (membrana de intercambio i6nico).

Las membranas también presentan una gran variedad en lo referente a su textura (densas
o porosas) y origen (natural y artificial); asi se encuentran orgdnicas, inorgénicas,

mixtas, neutras, intercambiadoras de iones, homogéneas, de estructura asimétrica...

En la siguiente ilustracion (Figura 3.19) se recogen algunos de los tipos de membranas:

a:Membrana homogénea  b. Membrana heterogénea c¢: Membrana homogénea
con poros cilindricos con poros. irregulares densa

LTS IR eI SURATEg

e.Porosa f. Porosa con una ¢. Porosa con una
capa superficial capa de soporte

Figura 3.19. Tipos de membranas. (a), (b) y (c) son estructuras simétricas; (e), (f) y (g) son estructuras
asimétricas.
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Las membranas sintéticas se pueden clasificar en distintos tipos, tal y como muestra la
Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Clasificacién de las membranas sélidas.

ATENDIENDO A TIPO
Espesor ' Gruesas (>1 um)
Delgadas (<1 um)
Estructura Porosas Simétricas
Densas Asimétricas
Composicion Homogéneas
Heterogéneas
Carga Intercambiadoras de aniones (+)
Intercambiadoras de cationes (-)

o Atendiendo al espesor de las membranas, se pueden clasificar en gruesas, que
tienen un espesor macroscOpico, mientras que las delgadas pueden tener
espesores comparables a las dimensiones moleculares. Como ejemplo de estas
ultimas membranas, estdn las bicapas lipidicas obtenidas artificialmente, y que
sirven de modelo para el estudio de las membranas biolégicas.

0 En cuanto a su estructura, pueden ser densas y porosas. Las membranas
porosas consisten en una matriz sélida con orificios definidos o poros; éstas
representan la forma mds simple de membrana, en lo que se refiere a
propiedades de transporte y modo de separacion, que se efectiia estrictamente
por tamizacion de los poros en relacion al tamaiio de las particulas. Este tipo de
membranas se fabrica en diferentes materiales, como 6xidos metalicos, grafito o
polimeros, siendo las méas sencillas de vidrio sinterizado preparado a partir de
oxidos de silicio o de aluminio, pudiendo también conseguirse con polimeros
pulverizados.

Atendiendo al tamario de sus poros, las membranas se clasifican como de poro
ancho (didmetro de poro entre 10 nm y 50 wm), y de poro fino (didmetro entre 1
y 10 nm). Algunas de estas membranas poseen poros cilindricos casi perfectos y
paralelos entre si, y se obtienen a partir de una capa polimérica, de espesor entre
10 y 20 um, que se somete a la acciéon de un haz excitado de particulas, que
dejan a su paso una traza sensibilizada, la cual se convierte posteriormente en
poro en un bafio acido.
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En las membranas densas, el permeante debe pasar a través de la materia, que
constituye la membrana propiamente dicha, por lo que se produce una
separacion a nivel molecular entre las especies disueltas y las particulas del
disolvente. Se les Illama también membranas semipermeables o
permeoselectivas, y se emplean para separar mezclas de gases o de liquidos, y
también en los procesos de desalinizacion por dsmosis inversa.

También desde el punto de vista estructural, las membranas pueden catalogarse
como simétricas o asimétricas. Las primeras exhiben las mismas caracteristicas
fisico-quimicas en cualquier parte de ellas. Las asimétricas se emplean
fundamentalmente en procesos que involucran gradientes de presion elevados, y
su estructura consiste en una capa polimérica muy delgada, situada sobre una
capa gruesa altamente porosa, que actia exclusivamente como soporte, sin
afectar para nada a las caracteristicas separadoras del sistema. Estas membranas
presentan una ventaja muy importante respecto de las simétricas, consistente en
que la retencién de las particulas tiene lugar sobre la superficie, sin que penetren
en su estructura interna, de modo que pueden ser retiradas de alli, mediante
desplazamiento de disolucion tangencialmente a la membrana.

Atendiendo a su composicion, existen membranas homogéneas y heterogéneas.
Una membrana se dice homogénea cuando toda ella participa en el proceso de
permeacion de una sustancia; mientras que se califica como heterogénea, cuando
el componente activo que propicia el proceso de transporte, estd anclado sobre
un soporte adecuado para membranas sélidas, o disuelto en una fase liquida,
que puede presentarse como tal, o estar embebida en una matriz polimérica.
Estos dos tltimos casos corresponden a las llamadas membranas liquidas (de
capa o emulsionadas en el primer caso, y soportadas en el segundo). A veces las
capas liquidas desprovistas de portadores especificos pueden actuar como
peliculas homogéneas que permean exclusivamente por efectos de solubilidad,
pudiéndose emplear para separar especies quimicas de tamafio similar, siempre y
cuando su solubilidad en la pelicula difiera significativamente. Este tipo de
membranas es el que se utiliza en el presente trabajo y por ello serd revisado en
profundidad en el apartado 3.4.2.

Clasificandolas en funcién de su carga, se puede distinguir entre membranas
intercambiadoras o selectivas. Asi, aquellas que poseen carga positiva actian
como intercambiadoras de aniones, pues contienen grupos catiénicos fijos en
su matriz, que ligan a los aniones de los fluidos en contacto con ella; por el
contrario, si los grupos cargados fijos en la membrana son de tipo aniénico, la
membrana actia como intercambiadora de cationes. Asi pues, los procesos de
separacién con este tipo de membranas, se basan en la exclusiéon de los iones
cuya carga es del mismo signo que la carga de la membrana.
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Las membranas selectivas estan constituidas por una matriz polimérica, a la que
se han unido de forma covalente grupos ionizables, los cuales deben estar
suficientemente disociados para crear una carga eléctrica neta sobre la matriz.
Poseen espesores tipicos entre 100 y 500 um.

Las principales membranas utilizadas en procesos de filtracion son de cardcter
asimétrico, y constan de un soporte macroporoso de buena resistencia mecanica, una
capa intermedia mesoporosa de unién y una capa activa de pequefio espesor que asegura
unas buenas condiciones de flujo y selectividad.

Es interesante destacar los principales materiales empleados en la constitucion de las
membranas sélidas, entre los que cabe citar:

- Materiales orgdnicos: sulfonas, poliamidas, y materiales celuldsicos
fundamentalmente. Ofrecen una resistencia aceptable al pH, pero no son
adecuados para temperaturas superiores a los 100 °C, y ademds son bastante
sensibles a los tensoactivos, disolventes organicos y oxidantes.

- Materiales inorgdnicos: suelen tratarse de un soporte poroso inorganico, como
carbono o alimina, recubierto de una capa de superficie selectiva, como ZrO; o
TiO,. La resistencia de estas membranas ante condiciones de pH y temperatura,
disolventes orgdnicos, etc, es sensiblemente mayor que la de las anteriores,
aunque también lo es su coste.

3.4.1.2. Procesos de membrana

Los principales procesos industriales producen una gran variedad de productos, los
cuales precisan de separacion, concentracion y purificacion. Las técnicas de separacion
convencionales como son extraccion, destilacion, cristalizacion, etc., requieren elevadas
cantidades de energia por lo que ha habido un creciente interés en el desarrollo de
procesos con menores requerimientos energéticos, tales como los basados en
membranas.

La tecnologia de separacion con membranas tiene como principio que los componentes
de las mezclas liquidas o gaseosas, de acuerdo con sus caracteristicas moleculares,
pueden pasar selectivamente a través de una membrana determinada, bajo ciertas
condiciones operacionales, de modo que los procesos basados en esta tecnologia,
permiten la separacion (o la concentracion) a nivel molecular y de pequefias particulas.

Inicialmente tan sélo se consideraban como membranas las de tipo poroso, a cuyo
través la separacion de componentes se efectia exclusivamente en funcién de su tamafio
fisico. Posteriormente, y en muchas aplicaciones, se han ido imponiendo las membranas
no porosas, donde el efecto de separacion estd basado en las propiedades fisicas y
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quimicas de las disoluciones, influyendo en muy poca medida el tamafio de los
componentes.

En los procesos de separaciéon con membranas, se pueden emplear dos métodos de
filtracién desde el punto de vista del modo de operacidn:

» Filtracion convencional o frontal, donde ésta se efectia perpendicularmente al
medio filtrante (dead-end membrane filtration), de manera que toda la
disolucion a tratar atraviesa la membrana, generando una uUnica corriente de
salida (Figura 3.17 a). La principal desventaja de este modo de operacién
estriba en que a lo largo del tiempo se forma depdsito en la superficie del medio
poroso que hace que se deba suministrar mas presion para obtener un caudal de
filtrado igual al inicial. Este es el gran inconveniente para su aplicacién
industrial [197].

» Filtracion tangencial, en la cual una corriente de alimentacién presurizada
fluye tangencialmente a la superficie de la membrana (cross-flow membrane
filtration); una parte de esta corriente atraviesa la membrana y es el permeado o
producto, mientras que la otra genera una corriente de concentrado y es el
rechazo, que contiene las particulas no filtradas (Figura 3.20 b). En este
segundo caso, y debido al flujo continuo paralelo a la membrana, la acumulacién
de soluto rechazado sobre ésta se minimiza, evitando considerablemente su
pérdida de eficacia por colmatacion. Este tipo de filtraciéon es mucho mas
utilizada a nivel industrial, ya que tras un cierto grado de colmatacién, el caudal
se estabiliza rdpidamente alcanzdndose el estado estacionario. Las interesantes
caracteristicas de los procesos de filtracion donde existe una eficaz interaccion
entre los solutos y las membranas han hecho que estos sistemas se hayan
utilizado como reactores quimicos [198].
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Figura 3.20. Esquema de la filtracién convencional o frontal y tangencial.

En general, la corriente de alimentacion se somete al efecto de una fuerza generalizada,
bajo cuya influencia las membranas permiten el paso de algunos componentes e
impiden el de otros.

Algunos de los procesos que ya han alcanzado nivel de aplicacién industrial son los
siguientes: microfiltracién, ultrafiltracién, 6smosis inversa, didlisis, electrodidlisis,
permeacion de gases y pervaporacion. En la Tabla 3.7 se caracterizan éstos y otros
procesos atendiendo a la fuerza impulsora que provoca la separacion, a la naturaleza de
la membrana y a las aplicaciones para las que se utilizan:
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Tabla 3.7. Principales procesos de separacion con membranas y materiales [199].

Proceso Tipo membrana Fuerza impulsora Aplicaciones
Microfiltracion Simétrica y asimétrica Presion hidrostatica Clarificacion, esterilizacién
microporosa de aguas
Ultrafiltracion Asimétrica microporosa Presién hidrostatica Separacién de soluciones
macromoleculares
Nanofiltracion Asimétrica Presién hidrostética Separacién de pequefos
compuestos organicos y
sales desde disoluciones
Osmosis inversa Asimétrica, compuesta Presion hidrostatica Separacién de micro-solutos
con piel homogénea y sales desde disoluciones
Permeacion gas Asimétrica o Presion hidrostética, Separacién de mezclas
compuesta, polimérica gradiente de gaseosas
homogénea o porosa concentracion
Dialisis Simétrica microporosa Gradiente de Separacién de micro-solutos
concentracion y sales desde soluciones
macromoleculares
Pervaporacion Asimétrica, compuesta Gradiente de Separacién de mezclas de
no porosa concentracion, presion de liquidos volatiles
vapor
Permeacion Compuesta no porosa Gradiente de Separacion de vapores
vapor concentracion volétiles de gases y vapores
Destilacion con Microporosa Temperatura Separacién de agua de
membrana solutos no volatiles
Electrodialisis Intercambiadora de Potencial eléctrico Separacién de iones de agua
iones, polimérica y solutos no iénicos
microporosa u
homogénea
Electrofiltracién Membrana cargada Potencial eléctrico Lavado y filtracién de
microporosa soluciones de sélidos
suspendidos
Membranas Microporosa, Concentracién Separacién de solutos de
liquidas disolvente disoluciones

Los procesos de separacion llevados a cabo mediante tecnologia de membranas poseen
en muchos casos un menor consumo energético, y pueden llevarse a cabo con
temperaturas moderadas, lo que implica una menor degradacién de los productos y una
mejor separaciéon. Con frecuencia son procesos mds econdmicos, eficientes y rapidos
que los procesos convencionales.
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En la Figura 3.21 se indica el orden de los tamafios de las particulas a separar en los
distintos procesos con membranas:
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Virus Levaduras
Iones Pir6genos }
Bacterias

Figura 3.21. Tamafios de Impurezas y Rangos de Aplicacion de las Tecnologias de Membranas [196].

3.4.2. Membranas liquidas

Una “membrana liquida” no es mds que una pelicula liquida que separa dos fases
macroscépicas, sobre las que ejerce un control selectivo de las transferencias de materia
y energia entre ellas.

Los procesos de separaciéon usando membranas liquidas pueden asemejarse a las
técnicas de extraccion y recuperacion con disolventes convencionales en el que una
delgada pelicula liquida es usada para transportar el soluto desde la fase de alimentacién
a la fase de los productos. La fuerza conductora generalmente es un gradiente de
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potencial quimico, que puede ser expresado también en términos de concentracion. La
separacion, por su parte, ocurre debido a diferencias no sélo de difusividad, sino
también de solubilidad en la pelicula liquida.

El uso de peliculas o membranas liquidas ofrece la posibilidad de obtener porcentajes de
separacion mucho mads altos que con las membranas poliméricas, debido a que
presentan coeficientes de difusion més altos que estas dltimas. El valor del coeficiente
de difusion en liquidos es al menos tres o cuatro 6rdenes de magnitud mayor que el que
presentan las membranas inorgédnicas o poliméricas [200,201].

Ademas de ello, uno de los beneficios de utilizar una membrana liquida es el hecho de
que pueden llegar a ser altamente selectivas con el uso de portadores que tengan alta
afinidad por uno de los solutos de la fase inicial de alimentacion.

Hay tres tipos genéricos de membranas liquidas: membranas de volumen liquido,
membranas liquidas emulsionadas y membranas liquidas soportadas.

3.4.2.1. Membranas de volumen liquido

Consiste en una célula de tubo en U en la que se vierte en la parte baja del tubo algin
tipo de portador disuelto en una fase orgdnica. Esa es la fase de membrana orgénica.
En los brazos del tubo en U se depositan dos fases acuosas, flotando sobre la membrana
orgdnica y se agita ligeramente la fase organica. Este tipo de sistema ha sido utilizado
para el transporte de especies anidnicas y neutras.

Fase alimentacion

77
Fase receptora df/'f /

)

Membrana organica_|
con portador

Agitador

Figura 3.22. Membrana de volumen liquido.
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3.4.2.2. Membrana liquida emulsionada

Otro tipo de membrana liquida es la llamada membrana liquida emulsionada
(ELM, emulsion liquid membrane) y consiste en dispersar un liquido, de manera que se
generan minusculas gotas discontinuas de una emulsién. Asi los solutos son
transportados en el interior de dichas goticulas.

Este sistema consta de una membrana de espesor muy delgado y gran area superficial
por unidad de volumen de la fase de alimentacidén, lo cual permite una elevada
velocidad de transporte a través de la misma [202]. El problema es la necesidad de
formar la emulsion antes de llevar a cabo el proceso de transporte. Estas membranas
emulsionadas deben ser, por un lado, lo suficientemente estables para reducir las
pérdidas al minimo, y por otro, serlo en exceso, de modo que se pueda romper la
emulsiéon después del proceso de separacion, permitiendo asi la eliminacién de las
especies transportadas y la recuperacién de la fase receptora. Por lo tanto, el proceso
consta de varias unidades de operacion y, tecnoldgicamente, no llega a ser muy
atractivo.

— Fase alimentacidn

‘#— Membrana organica
con portador

[\

Fase receptora

Figura 3.23. Membrana liquida emulsionada.

3.4.2.3. Membrana liquida inmovilizada o soportada

Recibe el nombre de membrana liquida inmovilizada (ILM, immobilized liquid
membrane) o membrana liquida soportada (SLM, supported liquid membrane).

El principio de operacion de las SLMs es relativamente sencillo. Consta de dos fases
homogéneas, una de ellas es la fase fuente (o de alimentacién) y la otra es la fase
receptora, ambas separadas por una tercera fase, que es la membrana. Esta consiste en
un disolvente, que puede contener o no un portador, inmovilizado en un soporte sélido
poroso (polimérico o ceramico). Los poros de la delgada membrana sdlida se
encuentran completamente rellenos de la fase de membrana liquida, de modo que esta
impregnacién produce una membrana heterogénea sélido/ liquido relativamente estable.
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La fase membrana tiene como propiedad indispensable ser inmiscible y practicamente
insoluble en las otras dos fases (alimentacion y receptora).

Las caracteristicas diferenciales de las membranas liquidas soportadas que las hacen
atractivas en los procesos de separacion son:

e Mayor rapidez de difusién molecular a su través que la existente a través de
membranas solidas estdndares. Con una pequefia cantidad de liquido se pueden
producir grandes 4reas interfaciales. Asi por ejemplo, un volumen de 10 cm® con un
espesor de 20 um y una porosidad del 50% produce un 4rea interfacial de 1 m”.

e Pueden disenarse con una alta selectividad del disolvente embebido hacia un
componente en particular.

e No se necesitan procesos multietapa, pues las fuerzas impulsoras son maximas.

e El disolvente ocluido puede seleccionarse en un amplio rango de disolventes
(13 2
verdes”.

Como contrapartida, cabe destacar la complejidad de fijacion del liquido en los poros,
asf como la dificultad afiadida de mantener su estabilidad.

Configuraciones
Se han descrito varias configuraciones para este tipo de membranas:

1) Membranas liquidas soportadas en lamina fina
Son las mds simples en disefio. Esencialmente consisten en una membrana
polimérica porosa, cuyos poros estidn rellenos con el liquido orgénico y el
portador, dispuesta entre la fase de alimentacién y la fase receptora, las cuales se
encuentran agitadas.

*+—1 Fase

Fase .
receptora

alimentacion

Membrana liquida soportada
con portador

Figura 3.24. Membrana liquida soportada en ldmina fina.
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2) Membranas liquidas soportadas en un modulo de fibras huecas.

El disefio de este tipo de membranas es semejante al de un largo cable eléctrico.
Constan de una carcasa externa, hecha de un material no poroso, a través de la
cual no hay transporte. En el interior hay multitud de fibras delgadas recorriendo
la longitud de la carcasa. La fase de alimentacion es transportada por el interior
de las fibras cuyos poros han sido rellenados inicialmente con la fase que
contiene el portador. La fase receptora se hace circular por el exterior de las
fibras huecas produciéndose el transporte de ciertos compuestos desde la fase de
alimentacion a la fase receptora en los poros de dichas fibras huecas. La fase
receptora es forzada a salir por los laterales de la carcasa mientras que la
alimentacion sale por el otro extremo de la carcasa.

Entre los beneficios de usar este sistema cabe mencionar que el drea superficial y
el grosor de la membrana proporcionan un transporte rapido, asi como la mayor
facilidad a la hora de recuperar ambas fases, en comparacién con el sistema en
emulsion. Por otra parte, también presenta algunos problemas, tales como la
necesidad de limpiar las fibras entre usos, y su elevado coste.

Fase alimentacion

1 Pared de la
fibra hueca
Fase — [
receptora Fibra
hueca
—
i
Carcasa - “—Fase
| receptora
11
Poros de la  J
i fibra hueca

Fase alimentacidn

Figura 3.25. Membrana liquida soportada en un médulo de fibras huecas.
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3) Membranas liquidas soportadas en dos mdédulos de fibras huecas.

En un esfuerzo para eliminar los problemas debidos a una baja estabilidad de la
fase orgdnica en los poros de las fibras, se disefié este otro tipo de sistemas, en
los que la fase de alimentacién es transportada a través de un canal de fibras
huecas y la fase receptora por otro, con una fase de membrana agitada en
contacto con ambas, permaneciendo el disolvente orgédnico contenido en los
intersticios de ambos juegos de fibras huecas microporosas.

Fase Fase Fase Fase
alimentacidn  alimentacion receptora receptora

Pared de la
fibra hueca

Fase de membrana

E Agitador

Figura 3.26. Membrana liquida soportada en dos médulos de fibras huecas.

e (Otros

Hay otros muchos tipos de membranas, pero el mas empleado es el de membrana
de médulo en espiral. Basicamente se trata de una membrana plana tipo sandwich
enrollada en un tubo perforado, a través del cual la corriente de efluente sale de la
membrana. Este sandwich consta de cuatro capas: una membrana, un canal de
alimentacion, otra membrana y un canal permeable que fuerza a todos los
compuestos separados hacia el tubo central perforado.
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Figura 3.27. Membrana liquida soportada de médulo en espiral.

Cuando la SLM no es estable y el liquido orgdnico no permanece en los poros, una
posible alternativa es colocar la fase de membrana liquida entre dos soportes sélidos
porosos. En ese caso, se emplean celdas con tres compartimentos, donde dos soportes
porosos de la misma o distinta naturaleza separan la fase orgénica de las fases acuosas.
Ademads, en este caso la solucién con el portador puede ser agitada con objeto de reducir
la resistencia a la transferencia de materia. Los soportes tipicos usados suelen ser no
sOlo finas laminas, sino también fibras huecas, fabricados con polimeros capaces de ser
mojados por la membrana liquida, y dando lugar a las configuraciones tipicas de las
SLMs que hemos comentado.

Aplicaciones

El primer uso comercial de las membranas liquidas soportadas fue la extraccién de
cromo de aguas residuales, bajo la marca SliM, llevado a cabo por la empresa
Commodore Separation Technologies, Inc.[203].

Recientemente, las membranas liquidas soportadas han sido aplicadas con éxito en una
gran diversidad de procesos de separacion, incluidas las bioseparaciones [204,205]. Asi,
Tbeur et al. [206] han llevado a cabo el transporte selectivo de cuatro tipos de alditoles,
como son eritritol, treitol, ribitol y xilitol, a través de una membrana liquida soportada
basada en una delgada pelicula de politetrafluoroetileno microporoso impregnado con
un portador de  resorcinareno en CCly, comprobando que la membrana era
excepcionalmente permeable, permitiendo el transporte completo de todos los alditoles
en un periodo de 12-15 horas. Estos autores concluyen que los resultados obtenidos
abren una nueva perspectiva en los procesos con membranas para la separacion de
mezclas acuosas de carbohidratos.
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Otros investigadores como Barboiu et al. [207] han llevado a cabo el transporte
selectivo de 4cidos orgdnicos de interés biologico como son el dcido aspdrtico,
succinico y tartdrico, a través de membranas de heteropolisiloxano basadas en éteres
macrociclicos inmovilizados sobre soportes de polietersulfona. Estas membranas
simulaban el transporte de compuestos orgdnicos bioldgicos en membranas celulares,
consiguiendo prometedores flujos de transporte y selectividades del 4cido aspértico
desde la mezcla de los tres 4cidos anteriormente mencionados. Las interacciones de
carga entre el grupo carboxilato de los &cidos orgdnicos y los grupos amonio
poliméricos, actuando en conjuncién con la capacidad complejante de los éteres
macrociclicos, eran las responsables del incremento de la selectividad en el transporte
del 4cido aspartico a través de la membrana.

Otros autores han estudiado el transporte selectivo del i6n plata a través de membranas
liquidas soportadas basadas en aza-tioéteres corona que contienen subunidades de 1,10-
fenantrolina. Para ello utilizaban una membrana delgada y microporosa de
polipropileno, como soporte, impregnada de aza-tioéter corona disuelto en nitrofenil
octil éter, como fase liquida soportada, para llevar a cabo el transporte del i6n plata. La
separacion ocurria, casi cuantitativamente, después de tres horas de experimentacion, en
presencia de tiosulfato como i6n metalico aceptor en la fase receptora [208].

Happel et al. [209] han llevado a cabo la separacion de estroncio e itrio (Sr/Y) a través
de membranas liquidas soportadas. El objetivo del estudio era preparar un generador de
Y-90, facil de mantener y de bajo coste, para producir disoluciones de Y-90 de pureza
suficiente para su aplicacion en terapia radionuclear.

Otra aplicacion de las membranas liquidas soportadas es la separacién de intermedios
quirales [210]. Esta separacion es muy importante en muchos campos y, hoy en dia, estd
adquiriendo mucha importancia en el campo de la industria farmacéutica.

Venkateswaran y Palanivelu [211] han estudiado la recuperacion de fenoles de
disoluciones acuosas usando membranas liquidas soportadas en aceites vegetales y
Matsumoto et al. [212] han realizado la separacion selectiva de hidrocarburos
aromaéticos, benceno, tolueno y p-xileno, utilizando liquidos iénicos, obteniendo unos
resultados satisfactorios.
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3.4.3. Membranas liquidas soportadas basadas en liquidos ionicos

A pesar de las numerosas aplicaciones que se han desarrollado con membranas liquidas
soportadas, el uso industrial de éstas es todavia limitado, principalmente debido a
aspectos relacionados con la estabilidad de las mismas y el rendimiento a largo plazo
[213,214]. Las membranas liquidas soportadas basadas en liquidos convencionales se
acaban deteriorando debido a la evaporacién del liquido, la disolucién en las fases en
contacto, y el desplazamiento de éste de la estructura porosa bajo gradientes de presion
reducidos (<10 kPa).

El uso de los liquidos i6nicos a temperatura ambiente como fase liquida en SLMs es
particularmente interesante debido a que hace posible la obtencién de SLMs mads
estables gracias a su cardcter no volatil, a la posibilidad de minimizar la solubilidad en
las fases circundantes mediante la adecuada seleccion del catién y del anion
constituyentes del liquido idnico [215] 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 ninguna pérdida observable de liquido i6nico 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 [33], su alta
conductividad i6nica [33] y su nula inflamabilidad. Ademas, son capaces de disolver
una amplia variedad de compuestos tanto orgdnicos como inorgdnicos [216,217] a la
vez que son immiscibles con numerosos compuestos orgdnicos [34] e incluso en
algunos casos con agua.

Esa estabilidad e integridad de las membranas liquidas soportadas basadas en liquidos
i6nicos ha sido comprobada por investigadores como R. Fortunato et al. [218-220],
quienes han caracterizado, mediante espectroscopia de rayos X e impedancia eléctrica,
membranas de polivinilideno (PVDF) basadas en [bmim®][PFs], [omim][PFs],
[dmim*][BF,] en contacto prolongado con dos fases acuosas, demostrando que durante
el periodo inicial de utilizacion escapa el ligero exceso de liquido idnico presente en la
superficie de la membrana pero sin tener lugar el desplazamiento del liquido i6nico
contenido en los poros.

Recientemente este tipo de membranas han sido aplicadas con éxito en diversos
procesos de separacion. Asi, Branco et al. [13] han llevado a cabo el estudio del
transporte selectivo de especies orgénicas a través de membranas liquidas soportadas
basadas en liquidos i6nicos, concretamente en [bmim'][PF¢]. Estos autores
comprobaron que para conseguir altos porcentajes de transporte, el soluto no sélo tiene
que interaccionar con el liquido i6nico, sino también difundir rdpidamente hacia la fase
receptora o de otra manera podria acumularse en la fase de liquido i6nico. Los
resultados a los que llegaron ponian de manifiesto que los compuestos de mayor peso
molecular eran los que se transportaban con mayor rapidez, pudiendo ésto ser explicado
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por las interacciones que cada uno de estos solutos establecia con el liquido i6nico en la
fase de membrana. En segundo lugar, pudieron comprobar que el tamafio de la cadena
alquilica tenia un efecto mds fuerte sobre el transporte que la presencia de grupos
hidroxilo. También pusieron de manifiesto que la naturaleza del soporte de membrana
afectaba enormemente al fenémeno de transporte.

Otra utilidad es la separaciéon de gases usando membranas liquidas soportadas en
liquidos i6nicos con el anién hexafluorofosfato PFg [221]. Los liquidos i6nicos
conocidos hasta la fecha son higroscépicos, y permiten eliminar eficientemente el vapor
de agua de mezclas gaseosas [73]. Ademds se ha comprobado que la solubilidad del
CO; en este tipo de medios es notablemente elevada [73,222]. Asi por ejemplo, a 40°C,
y Unicamente 50 bares de presion, la solubilidad del CO, en [bmim][PF] esta en torno a
0,5 en fraccién molar. Ademas, la solubilidad de un gas en un liquido i6nico puede ser
modulada eligiendo el cation, el anién y los sustituyentes del liquido idnico. De ese
modo, y en base a las diferencias de solubilidad de diversos gases y vapores, se
considera que los liquidos idnicos tienen un alto potencial para ser empleados en
separaciones de gases [223]. Ademads, los liquidos i6nicos son capaces de absorber
grandes cantidades de gases a baja temperatura, para ser luego regenerados a alta
temperatura o baja presion.

En resumen, cabe esperar que la gran variedad, tanto de soportes de membrana como de

ILs, permita el disefio de sistemas de membrana altamente selectivos para la separacién
de una mezcla especifica de compuestos.
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4. Influencia de las condiciones de operacion en reacciones de transesterificacion

4. DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LA INFLUENCIA DE LAS
CONDICIONES DE OPERACION EN REACCIONES DE
TRANSESTERIFICACION ENZIMATICAS EN MEDIOS LIQUIDO IONICO

4.1. INTRODUCCION

Las enzimas realizan su accidn catalitica en la naturaleza en medios acuosos.
Sin embargo, algunos procesos sintéticos requieren condiciones anhidras. El uso de
disolventes orgdnicos como medios no convencionales de reaccién ofrece la posibilidad
de llevar a cabo reacciones sintéticas catalizadas por enzimas hidroliticas (p.e. lipasa)
con la ventaja de aumentar la solubilidad de los sustratos organicos [1,2]. Sin embargo,
los disolventes orgdnicos son normalmente liquidos voldtiles que se pueden evaporar a
la atmésfera, con el consiguiente aumento en los costes del proceso y el importante
impacto sobre el medio ambiente y la salud.

El uso de liquidos i6nicos en procesos biocataliticos como sustitutos de los disolventes
organicos convencionales ha recibido un creciente interés en los dltimos afios [3] ya que
se ha comprobado que son disolventes adecuados para una gran variedad de procesos
bioquimicos [4]. Una enzima que presenta un enorme potencial para ser utilizada en
estos nuevos medios de reaccién es la lipasa, ya que ha mostrado un excelente
comportamiento como biocatalizador en otros medios no convencionales de reaccién
tales como disolventes orgdnicos y diéxido de carbono supercritico [5-7].

En el presente capitulo se ha llevado a cabo la sintesis de ésteres mediante
transesterificacion catalizada por lipasa B de Candida antarctica (CALB) en un

disolvente orgdnico convencional, n-hexano, y en medios liquido i6nico.

El esquema general de reaccion es el siguiente:

R,-OH
\/{ R1'CO°'R2
+
R,CO0-CH=CH, Lipasa
+
. +
Lipasa
/\ R,-COOH
H,0

Figura 4.1. Esquema general de reaccion.
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En primer lugar, el éster vinilico forma con la lipasa un compuesto intermedio
denominado “complejo enzima-sustrato”, dando lugar a la liberaciéon del alcohol
vinilico. Este alcohol se encuentra en un equilibrio ceto-endlico muy desplazado hacia
la forma ceto, por lo que se transforma en acetaldehido en un proceso de
tautomerizacion casi irreversible. Este hecho contribuye a retirar alcohol vinilico del
medio y desplazar la reaccion hacia la formacion del producto de sintesis.

Una vez formado el complejo sustrato-enzima, la reaccion puede evolucionar de dos
formas distintas:

- Sintesis: En este caso, el alcohol reaccionaria con el complejo enzima-sustrato
dando lugar a la formacién del éster alquilico y a la regeneracién de la enzima
en su forma natural.

- Hidrdlisis: Si existe agua presente en el medio, las moléculas de agua pueden
dar lugar a la formacién del acido del éster vinilico y la regeneracion de la
enzima en su estado natural.

De acuerdo con estas dos posibilidades, la presencia de agua en el medio serd
determinante a la hora de obtener una mayor o menor cantidad del producto deseado.
Esto es debido a que la constante de hidrdlisis es muchisimo mayor que la de sintesis y
para que predomine la sintesis sobre la hidrélisis, la concentracién del alcohol debe ser
mucho mayor que la de agua para conseguir favorecer la cinética hacia la sintesis.

En primer lugar se ha estudiado el efecto del pH y la temperatura en la actividad y
selectividad enzimatica. Para ello se seleccioné como reaccion modelo la sintesis de
butirato de butilo mediante transesterificacion a partir de butirato de vinilo (Ri=
CH3(CH,),- ) y 1-butanol (R,= CH3(CH)s3-).

Posteriormente se ha analizado la influencia de diferentes ésteres vinilicos (Ry= CHs-,
CH;CH,-, CH3(CH;),, CH3(CHy)s-, CH3(CHy)io-, CH,CH-, CH,C(CHj)-, Ph-) y
alcoholes (R,= CHj-, CH3(CH,);-, CH3(CH;)s-, CH3(CHj)7-) en la actividad y
selectividad enzimatica de CALB en dichas reacciones de transesterificacion en medios
liquido i6nico.
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4. Influencia de las condiciones de operacion en reacciones de transesterificacion

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Enzima v materiales

Se utilizé como biocatalizador un preparado comercial de lipasa B de Candida
antarctica (EC 3.1.1.3) suministrado por Novo Espafia S.A. (Madrid, Espafa).
Este preparado, de denominacién comercial Lipozym® CALB L, consiste en una
disolucion acuosa de la enzima libre. Para su utilizacion, la disoluciéon comercial de
enzima se diluye 4 veces con tampoén fosfato de pH=7. El preparado enzimadtico
resultante contiene 8.5 mg/ml de proteina, seglin se determind por el método de Lowry

[8].
Los liquidos iénicos utilizados fueron los siguientes:

- [bmim*][PF¢]: 1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato. Suministrado con una
pureza del 99% por Solvent Innovation GmbH (Colonia, Alemania).

F
o)
F

- [omim*][PF¢] 1-metil-3-octilmidazolio hexafluorofosfato. Suministrado con una
pureza del 99% por Solvent Innovation GmbH (Colonia, Alemania).

Los reactivos quimicos y disolventes utilizados en este estudio fueron suministrados por
Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Madrid, Espafa) y fueron de la mayor pureza disponible.

Los gases necesarios para el andlisis de las muestras por cromatografia de gases
(hidrégeno, aire sintético y nitrogeno) fueron suministrados por Abelld-Linde S.A.

(Barcelona, Espafia).

4.2.2. Ensavos de actividad enzimatica

En un vial de rosca de 1.5 ml se adicionan 150 pmol de cada uno de los sustratos, éster
vinilico y alcohol, y se completa el volumen de reacciéon hasta 500 UL con el liquido
i6nico correspondiente o n-hexano. El vial de reaccion se sumerge entonces en un bafio
termostético a la temperatura de ensayo.
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4. Influencia de las condiciones de operacion en reacciones de transesterificacion

Figura 4.2. Dispositivo experimental.

La reacciéon comienza adicionando 10 uL de lipasa B Candida antarctica
( 8.5 mg mL ' en tampén fosfato 20 mM a pH 7). La mezcla de reaccién permanece
agitada durante las 2 horas de ensayo y periddicamente se toman muestras de 15 puL,
que se adicionan sobre 485 UL de n-hexano. La mezcla bifésica resultante se agita
vigorosamente en un vortex durante 2 minutos con el fin de extraer todos los sustratos y
productos a la fase hexano y se centrifuga durante 1 minuto a 12,000 rpm para separar
las dos fases (n-hexano y IL). Posteriormente a 400 uL de la fase extracto se le adiciona
una disolucién del estdndar interno utilizado para el andlisis en n-hexano (100 uL, 30
mM), y 5 uL de la disolucién resultante se analizan por cromatografia de gases, tal y
como se describe en el apartado 4.2.3.

4.2.3. Analisis cromatografico

El anélisis de las muestras se lleva a cabo por cromatografia de gases en un
cromatdgrafo Agilent 6890 N equipado con un detector de ionizacién en llama (FID),
un inyector automdatico de muestras y una columna capilar Nukol™ de Supelco, cuyas
especificaciones se recogen en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Caracteristicas de la columna capilar.

Columnas NUKOL ™ 585701D

Longitud: 15 m Espesor de pelicula: 0.50 pm
Didmetro nominal: 0.53 mm Temperatura maxima: 200° C
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4. Influencia de las condiciones de operacion en reacciones de transesterificacion

En el cromatégrafo se analizan las muestras multicomponentes, de modo que los picos
de cada compuesto deben aparecer con tiempos de retencién bien diferenciados,
optimizando el tiempo de duracién del andlisis. Para ello, se puede actuar sobre varias
variables como la temperatura de la columna y su variacion a lo largo del tiempo, el
flujo del gas portador, la presion en la cabeza de la columna y la relacién de split.

En todos los casos, la temperatura en el inyector se fijé en 190 °C, se trabajé con
presion constante de 1.89 psi (51 mL /min flujo lineal) en la cabeza de la columna y con
una relacion de split de 7:9. En el detector, la temperatura fue de 220 °C y los caudales
de gases en el mismo de 400 ml/min de aire sintético de laboratorio, 30 ml/min de
hidrégeno y 20 ml/min de nitrégeno. La temperatura de la columna se programé en
todos los casos para conseguir la correcta separacion de los picos de los distintos
componentes de las muestras.

Se obtuvieron rectas de calibrado de cada uno de los compuestos representando la
relacién de concentracion de cada compuesto y del estdndar interno frente a la relacién
de areas de los mismos. A titulo de ejemplo se muestra en la Figura 4.3 la recta de
calibrado de uno de los compuestos (butirato de butilo).
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Figura 4.3. Recta de calibrado obtenida para el butirato de butilo.

Las concentraciones de los compuestos se calcularon a partir de las pendientes de rectas
de calibrado obtenidas para los mismos y del valor del cociente entre el drea de un
determinado compuesto y el drea del estindar interno, teniendo en cuenta la
concentracion del estdndar interno y las diluciones efectuadas antes del andlisis
cuantitativo.
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4. Influencia de las condiciones de operacion en reacciones de transesterificacion

A continuacién se exponen los perfiles de temperatura, los tiempos de retencion y las
pendientes de las rectas de calibrado para cada uno de los sistemas estudiados.

Sistema de reaccion 1 : Acetato de vinilo, 1-butanol, acetato de butilo y dcido acético

El perfil de temperatura es el siguiente: 40 °C, 1 min; 15 °C/min, 95 °C; 35 °C/min,
160 °C; 2 min, 160 °C.

En la Figura 4.4 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema de
reaccion.
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Figura 4.4. Cromatograma del sistema: acetato de vinilo, 1-butanol, acetato de butilo y 4cido acético.

Los tiempos de retencién de los compuestos son los siguientes: acetato de vinilo,
1.548 min.; propionato de etilo (estindar interno), 1.977 min.; acetato de butilo,
2.991 min.;1-butanol, 3.710 min.; acido acetico, 6.359 min.

En la Tabla 4.2 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado
obtenidas para cada compuesto.
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4. Influencia de las condiciones de operacion en reacciones de transesterificacion

Tabla 4.2. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema: Acetato de vinilo, 1-butanol, acetato de
butilo y 4cido acético.

Compuesto m = pendiente r?
ACETATO VINILO
2.3827 0.9942
CH;COOCH=CH,
1-BUTANOL
CH;(CH,);0H 0.9265 0.9924
ACETATO BUTILO
CH;COO(CH,);CH; 0.7205 0.9994
ACIDO ACETICO
CH;COOH 1.0529 0.9924

Sistema de reaccion _2: Propionato de vinilo, 1-butanol, propionato de butilo y dcido
propionico

El perfil de temperatura es el siguiente: 30 °C, 2 min; 30 °C/min, 40 °C; 5.5 min, 40 °C;
60°C/min, 170 °C; 2 min, 170 °C.

En la Figura 4.5 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.
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Figura 4.5. Cromatograma del sistema: propionato de vinilo, 1-butanol, propionato de butilo y 4cido
propidnico
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4. Influencia de las condiciones de operacion en reacciones de transesterificacion

Los tiempos de retencién de los compuestos son los siguientes: propionato de vinilo,
2.704 min.; acetato de butilo (estandar interno), 4.856 min.; propionato de butilo, 7.276
min.; 1-butanol, 7.755 min.; 4cido propidénico, 10.621 min.

En la Tabla 4.3 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado
obtenidas para cada compuesto.

Tabla 4.3. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema: propionato de vinilo, 1-butanol, propionato
de butilo y dcido propiénico

Compuesto m = pendiente r?

CH.CHCOOCH-CH,; | | 14370 0.0977
e 1.3349 0.9984
CHCHCOOCHNCH, |08287 0.9996
égggzﬁl({)%lgomco 1.8770 0.9970

Sistema de reaccion 3 : Butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y dcido butirico

El perfil de temperatura es el siguiente: 40 °C, 1 min; 15 °C/min, 95 °C; 35 °C/min,
160°C; 2 min, 160 °C.

En la Figura 4.6 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.

3000

2508

200D -

1500+ |
|

-1

1000 - | h i

Figura 4.6. Cromatograma del sistema: butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y 4cido butirico.
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4. Influencia de las condiciones de operacion en reacciones de transesterificacion

Los tiempos de retencion de los compuestos son los siguientes: butirato de vinilo, 2.596
min.; acetato de butilo (estandar interno), 2.981min.; 1-butanol, 3.712 min.; butirato de
butilo, 4.430 min.; acido butirico, 7.339 min.

En la Tabla 4.4 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado
obtenidas para cada compuesto.

Tabla 4.4. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema: butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de
butilo y 4cido butirico.

Compuesto m = pendiente r-
BUTIRATO VINILO
CH;(CH,),COOCH=CH, 1.0913 0.9995
1-BUTANOL
CH3(CH,);OH 1.4962 0.9984
BUTIRATO BUTILO
CH;3(CH,),COO(CH,);CH; 0.6533 0.9998
ACIDO BUTIRICO
CH;(CH,),COOH 1.4404 0.9998

Sistema de reaccion 4: Decanoato de vinilo, 1-butanol, decanoato de butilo y dcido decanoico

El perfil de temperatura es el siguiente: 40 °C, 7 min; 15 °C/min, 190 °C; 5 min, 190 °C.

En la Figura 4.7 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.
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Figura 4.7. Cromatograma del sistema: decanoato de vinilo, 1-butanol, decanoato de butilo y 4cido
decanoico.
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4. Influencia de las condiciones de operacion en reacciones de transesterificacion

Los tiempos de retencién de los compuestos son los siguientes: 1-butanol, 5.309 min.;
butirato de butilo (estandar interno), 8.034 min.; decanoato de vinilo, 13.692 min.;
decanoato de butilo, 15.217 min.; acido decanoico, 19.105 min.

En la Tabla 4.5 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado

obtenidas para cada compuesto.

Tabla 4.5. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema de reaccion: decanoato de vinilo, 1-butanol,

decanoato de butilo y dcido decanoico.

Compuesto m = pendiente r?
DECANOATO VINILO
0.4707 0.9941
CH;(CH,)sCOOCH=CH,
1-BUTANOL
CH;(CH,);OH 0.9797 0.9935
DECANOATO BUTILO
CH;(CH,)sCOO CH;(CH,); 0.7323 0.9918
ACIDO DECANOICO
CH;(CH,)sCOOH 1.0044 0.9996

Sistema de reaccion 5: Laurato de vinilo, 1-butanol, laurato de butilo y dcido laiirico

El perfil de temperatura es el siguiente: 40°C, O min; 20 °C/min, 190°C; 9 min, 190 °C.

En la Figura 4.8 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.
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Figura 4.8. Cromatograma del sistema: laurato de vinilo, 1-butanol, laurato de butilo y 4cido ladrico.
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Los tiempos de retencién de los compuestos son los siguientes: 1-butanol, 2.223 min.;
decanoato de etilo (estandar interno), 5.557 min.; laurato de vinilo, 6.748 min.; laurato
de butilo, 7.797 min.; acido laudrico, 13,460 min.

En la Tabla 4.6 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado para

cada compuesto.

Tabla 4.6. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema de reaccion: laurato de vinilo, 1-butanol,

laurato de butilo y dcido latrico.

Compuesto m = pendiente r
CH)(CH:p,COOCH=CH, 0.8373 09999
(lji-llzl(j(’jrlil;i(())lljl 3.6413 0.9989
CHA(CHAWCOO (CHas CH, 07164 i
ACIDO LAURICO 0.9368 0.9963

CH;(CH,),0)COOH

Sistema de reaccion 6: Benzoato de vinilo, 1-butanol, benzoato de butilo y dcido benzoico

El perfil de temperatura es el siguiente: 40°C, 0 min; 20 °C/min, 190°C; 9 min, 190 °C.

En la Figura 4.9 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.
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Figura 4.9. Cromatograma del sistema: benzoato de vinilo, 1-butanol, benzoato de butilo y &cido
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Los tiempos de retencién de los compuestos son los siguientes: 1-butanol, 2.236 min.;
decanoato de etilo (estdndar interno), 5.571 min.; benzoato de vinilo, 5.747 min.;
benzoato de butilo, 7.054 min.; acido benzoico, 12.824 min.

En la Tabla 4.7 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado para
cada compuesto.

Tabla 4.7. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema: benzoato de vinilo, 1-butanol, benzoato de
butilo y 4cido benzoico.

Compuesto m = pendiente r’
éill?(gﬁglﬁ 3.6413 0.9983
Acn)g1 gglglomo 1.9945 0.9948

Sistema de reaccion 7: Acrilato de vinilo, 1-butanol, acrilato de butilo y dcido acrilico

El perfil de temperatura es el siguiente: 40 °C, 1 min; 15 °C/min, 95 °C; 35 °C/min,
160 °C; 2 min, 160 °C.

En la Figura 4.10 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.
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Figura 4.10. Cromatograma del sistema: acrilato de vinilo, 1-butanol, acrilato de butilo y 4cido acrilico.
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Los tiempos de retencién de los compuestos son los siguientes: acrilato de vinilo, 2.225
min.; acetato de butilo (estandar interno), 2.973 min.; 1-butanol, 3.699 min.; acrilato de
butilo, 4.026 min.; acido acrilico, 7.413 min.

En la Tabla 4.8 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado para
compuesto.

Tabla 4.8. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema: acrilato de vinilo, 1-butanol, acrilato de
butilo y 4cido acrilico.

Compuesto m = pendiente 1'2
ACRILATO VINILO
CH,=CHCOOCH=CH, 1.4637 0.9784
1-BUTANOL
CH;(CH,);OH 1.3408 0.9988
ACRILATO BUTILO
ACIDO ACRILICO
CH,=CHCOOH 1.8328 0.9988

Sistema de reaccién 8: Metacrilato de vinilo, 1-butanol , metacrilato de butilo y dcido
metacrilico

El perfil de temperatura es el siguiente: 40 °C, 1 min; 15 °C/min, 95 °C; 35 °C/min,
160°C; 2 min, 160 °C.

En la Figura 4.11 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.
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Figura 4.11. Cromatograma del sistema: metacrilato de vinilo, 1-butanol, metacrilato de butilo y 4cido

metacrilico.

Los tiempos de retencién de los compuestos son los siguientes: metacrilato de vinilo,
2.630 min.; acetato de butilo (estandar interno), 2.974 min.; 1-butanol, 3.698 min.;
metacrilato de butilo, 4.537 min.; acido metacrilico, 7.762 min.

En la Tabla 4.9 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado para

cada compuesto.

Tabla 4.9. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema: metacrilato de vinilo, 1-butanol, metacrilato

de butilo y dcido metacrilico.

Compuesto m = pendiente r’
R A I I

éi?géiglﬁ 13372 0.9984
CHL=CCHICO0 (€I, O, 06531 099%8
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4. Influencia de las condiciones de operacion en reacciones de transesterificacion

Sistema de reaccién 9: Butirato de vinilo, metanol, butirato de metilo y dcido butirico

El perfil de temperatura es el siguiente: 24 °C, 3 min; 20 °C/min, 190 °C; 1 min, 190 °C.

En la Figura 4.12 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.
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Figura 4.12. Cromatograma del sistema: butirato de vinilo, metanol, butirato de metilo y dcido butirico.

Los tiempos de retencidon de los compuestos son los siguientes: metanol, 1.444 min.;
butirato de metilo, 2.227 min.; butirato de vinilo, 2.995 min.; butirato de butilo
(estandar interno), 6.108 min.; acido butirico, 9.396 min.

En la Tabla 4.10 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado
para cada compuesto.
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Tabla 4.10. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema: butirato de vinilo, metanol, butirato de
metilo y 4cido butirico.

Compuesto m = pendiente r’
CHy(CHi»COOCHRCH, 16056 0.9963
Mg;‘:‘gg“ 14.769 0.9993
BCUI-}; I(%‘}‘IS?CI(‘)%TCI}LI? 1.9115 0.9962
ACC}IIIS’&‘{‘:J)ZTC%‘(I)%O 1.9719 0.9989

Sistema de reaccién 10: Butirato de vinilo, 1-hexanol, butirato de hexilo y dcido butirico
El perfil de temperatura es el siguiente: 40 °C, O min; 7 °C/min, 130 °C.

En la Figura 4.13 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.
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Figura 4.13. Cromatograma del sistema: butirato de vinilo, 1-hexanol, butirato de hexilo y dcido butirico.
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Los tiempos de retencion de los compuestos son los siguientes: butirato de vinilo, 1.981
min.; butirato de butilo (estandar interno), 4.275 min.; 1-hexanol, 6.652 min.; butirato
de hexilo, 11.497 min.; acido butirico, 11.820 min.

En la Tabla 4.11 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado

para cada compuesto.

Tabla 4.11. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema: butirato de vinilo, 1-hexanol, butirato de

hexilo y dcido butirico.

Compuesto m = pendiente r’
CHA(CHXCOOCH=CH, 17353 0.9986
CH‘:PCT}E}:‘&TO%‘(‘EES;%HS 0.6691 0.9953
ACC}IIIS’&‘{‘:J)ZTC%‘(I)%O 1.9828 0.9972

Sistema de reaccién 11: Butirato de vinilo, 1-octanol, butirato de octilo y dcido butirico

El perfil de temperatura es el siguiente: 40 °C, O min; 5 °C/min, 130 °C.

En la Figura 4.14 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.
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Figura 4.14. Cromatograma del sistema: butirato de vinilo, 1-octanol, butirato de octilo y 4dcido butirico.

Los tiempos de retencion de los compuestos son los siguientes: butirato de vinilo, 2.093
min.; butirato de butilo (estandar interno), 4.845 min.; 1-octanol, 12.981 min.; butirato
de octilo, 14.258 min.; acido butirico, 14.907 min.

En la Tabla 4.12 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado

para cada compuesto.

Tabla 4.12. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema: butirato de vinilo, 1-octanol, butirato de

octilo y 4cido butirico.

Compuesto m = pendiente r’
e

117



4. Influencia de las condiciones de operacion en reacciones de transesterificacion

4.2.4. Determinacion de la actividad y selectividad enzimatica

La eficacia de la accién enzimética se midié a través de dos pardmetros: la actividad
sintética y la selectividad.

Actividad sintética

La actividad especifica de la enzima se puede definir como unidades de actividad
enzimatica por miligramo de proteina. Se define una unidad de actividad sintética como
la cantidad de enzima que es capaz de realizar la sintesis de 1pumol de éster alquilico por
minuto. Asi, la actividad especifica se calcula a través de la siguiente expresion:

6
A — mészer X 10 X VRe accion (4 1)

Especifica
Cears XVears

donde:
Mgseer alquilico = factor de respuesta o pendiente inicial de la curva de sintesis de
éster alquilico (mol - L' min") (Figura 4.15)
CcaLp = Concentracién de proteina en el preparado enzimético (mg- mL'l).

Vcars = Volumen de disolucién de enzima utilizada (UL).

VReaccién = Yolumen total de reaccién (mL)

Selectividad

La selectividad de la reaccion se puede definir como el porcentaje de sustrato
consumido que se transforma en el producto de sintesis. Empleando las pendientes
iniciales de los perfiles de reaccion del producto de sintesis y del producto de hidrdlisis,
se puede determinar la selectividad a partir de la siguiente expresion:

m éster
Selectividad (%) = . x100 4.2)

+m

éster dcido

donde:

m ¢er = pendiente inicial del perfil de concentracion del éster alquilico
(mol - L'" min") (Figura 4.15).

m 4cigo = pendiente inicial del perfil de concentracion del d4cido (mol - | min'l)
(Figura 4.15).
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Figura 4.15. Perfiles de reaccion para el producto de sintesis y el producto de hidrélisis en la reaccion de
transesterificacién de 1-butanol con butirato de vinilo en [bmim*][PF7] a 60°C y 2%(v/v) de contenido en
agua.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Efecto del medio de reaccion en la actividad v selectividad de lipasa B de
Candida antarctica

En los ultimos afios, los liquidos i6nicos han sido reconocidos por diversos autores
[2,3,9-15] como disolventes alternativos a los disolventes orgdnicos convencionales en
algunas reacciones enzimaticas. Nuestro primer objetivo fue, por tanto, estudiar la
viabilidad de estos nuevos medios en la sintesis de ésteres mediante reacciones de
transesterificacion catalizadas por lipasa B de Candida antarctica. Con este fin, se llevo
a cabo la transesterificacion de butirato de vinilo a butirato de butilo en dos liquidos
i6nicos de naturaleza fisico-quimica diferente, [bmim*][PFs] y [omim*][PFs], y en un
disolvente orgédnico convencionalmente usado en este tipo de reacciones, n-hexano,
realizdndose todo ello a 30°C y con un contenido en agua en el medio del 2% (v/v).
El resto se recogen en el Anexo I (Figuras 13.1 a 13.3).
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La Figura 4.16 muestra los valores obtenidos de actividad sintética (barras) y de
selectividad (puntos) en los distintos medios estudiados.
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Figura 4.16. Actividad y selectividad de CALB en la sintesis de butirato de butilo en [bmim"][PFs],
[omim*][PFs] y n-hexano a 30°C y 2%(v/v) de contenido en agua.

Como se puede observar en la figura, tanto la actividad sintética como la selectividad de
la reaccién se vieron ampliamente mejoradas cuando se utilizaron liquidos iénicos como
medios de reaccion en lugar de n-hexano, con lo que se demuestra que estos liquidos
i6nicos son alternativas adecuadas al disolvente orgdnico convencional para llevar a
cabo la reaccion en estudio.

4.3.2. Influencia del pH en la actividad v selectividad de CALB en liquidos ionicos

Una vez conocida la viabilidad de los liquidos i6nicos estudiados como medios de
reaccion para la sintesis de butirato de butilo catalizada por la enzima CALB, se
procedi6 al estudié del efecto del pH de la disolucion acuosa de enzima en la actividad
y selectividad enzimdtica. Para ello, varias fracciones del preparado enzimético
comercial se diluyeron 4 veces con tampones fosfato de diferentes pHs, en el rango de
6.2 a 8.2. Se determind entonces la actividad y selectividad de las disoluciones
enzimdticas resultantes en la sintesis de butirato de butilo en [bmim*][PFs] a 30°C y
con un porcentaje en agua del 2%(v/v) (Perfiles de reaccién en Anexo I: Figuras 13.2,
13.4 a 13.7). En la Figura 4.17 se representan los valores de actividad y selectividad de
CALSB a los diferentes pHs estudiados.
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Figura 4.17. Actividad y selectividad de CALB en la sintesis de butirato de butilo en [bmim*][PFs] a
30°C y 2%(v/v) de contenido en agua a diferentes pHs.

Tal y como se aprecia en la figura, hay una fuerte influencia del pH en los valores de
actividad y selectividad mostrada por CALB. Asi, tras un elevado aumento de la
actividad y selectividad al aumentar el pH se produce un descenso en los valores de
estos pardmetros, alcanzandose un maximo en los mismos a pH=7. Un comportamiento
similar fue observado por Noel et al. [15] en la resolucién cinética de rac-2-pentanol
catalizada por  CALB en el liquido  idnico 1-butil-3-metilimidazolio
bis[(trifluorometil)sulfonil Jimida al 2% (v/v) en agua, obteniendo también un maximo
de actividad y selectividad a este pH. En vista de los resultados obtenidos los siguientes
estudios se llevardn a cabo a este pH.

4.3.3. Influencia de la temperatura sobre la actividad y selectividad de CALB en liquidos ionicos.

Las lipasas son proteinas y por tanto su conformacion, asi como la velocidad de los
procesos que catalizan, estdn afectados por la temperatura [16]. Con el fin de analizar la
influencia de esta variable sobre la actividad y selectividad de CALB en [bmim*][PF¢]
para la reaccion modelo propuesta, se realizaron ensayos a las temperaturas de 30, 40,
50, 60 y 70°C (Perfiles de reaccion en Anexo I: Figuras 13.2, 13.8 a 13.12).
La influencia de la temperatura sobre dichas variables se expresa de forma grafica en la
Figura 4.18.
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Figura 4.18. Efecto de la temperatura sobre la actividad sintética y la selectividad de CALB en
[bmim*][PFs] para la sintesis de butirato de butilo a 30°C, con un 2% (v/v) de contenido en agua.

En la Figura 4.18 puede observarse un aumento de la actividad sintética con la
temperatura en todo el intervalo estudiado. Aunque un aumento de la temperatura lleva
consigo un incremento en la constante de Arrhenius, por tanto de la velocidad, también
puede suponer una disminucién de la misma en el caso de las reacciones enzimaticas
por procesos de desactivacion térmica de la enzima. El incremento de velocidad en el
intervalo de temperaturas estudiado, demuestra que la enzima no sufre problemas de
desactivacion térmica importantes. Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Balcao el al. [16], quienes observaron que tras la inmovilizaciéon de CALB se producia
un desplazamiento de la temperatura 6ptima de reaccién hacia valores mayores. Asi,
puede decirse que el liquido i6nico, al igual que el proceso de inmovilizacién
enzimatica, estabiliza la enzima frente a procesos de desactivacion térmica al establecer
interacciones multipuntuales por puente de hidrégeno que ayudan a la enzima a
mantener su estructura. Otros autores como NoOel et al. [15] han destacado el efecto
protector de liquidos i6nicos frente a procesos de desactivacion térmica.

De la Figura 4.18 se desprende también que la selectividad enzimatica también
aumenté al aumentar la temperatura en el intervalo estudiado. Este hecho puede
atribuirse a una disminucién en la cantidad de moléculas de agua en el medio por
procesos de evaporacion. De este modo habria menos probabilidad de que estas
moléculas actuasen como dadores nucleéfilos rindiendo el producto de hidrdlisis.

Aunque tal y como se ha expuesto, tanto la actividad como la selectividad aumentaron
en el intervalo estudiado, los restantes ensayos se realizardn a una temperatura de 30 °C,
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ya que en ellos se pretende comparar la influencia de diferentes sustratos, algunos de
ellos con puntos de ebullicién relativamente bajos, sobre la actividad y selectividad
enzimatica y por tanto, una temperatura demasiado alta podria conllevar un riesgo de
evaporacion de los mismos.

4.3.4. Efecto del dador de acilo en reacciones de transesterificacion catalizadas por
CALB en liguidos ionicos

En la actualidad se conocen numerosas metodologias para mejorar la actividad vy
selectividad enzimadtica en reacciones de transesterificacion catalizadas por lipasas.
Entre ellas cabe destacar el cambio de disolvente [17], la variacién de la temperatura
[18], el uso de aditivos [19], la inmovilizacién de la enzima en soportes [20], la
mutagénesis dirigida [21] y la modificacion del dador de acilo [22]. En este apartado se
ha centrado la atencién en este ultimo aspecto. Asi, se ha estudiado la influencia de
diferentes ésteres vinilicos como sustratos en la reaccion de transesterificaciéon con 1-
butanol sobre la actividad y selectividad de lipasa B de Candida antarctica en dos
liquidos i6nicos de naturaleza fisico-quimica diferente, [bmim*][PFs] y [omim"][PFs],
a 30°C y 2%(v/v) de contenido en agua.

Para este estudio se han seleccionado ésteres vinilicos (RCOOCHCH,) alifaticos de
diferente longitud de cadena: acetato de vinilo (R= CHjs-), propionato de vinilo
(R= CH;CH;-), butirato de vinilo (R= CH3(CH,),-), decanoato de vinilo
(R= CH3(CHy)s-) y laurato de vinilo (R= CH3(CH3),0-). También se han seleccionado
ésteres vinilicos o,fB-insaturados tales como acrilato de vinilo (R= CH,CH-) y
metacrilato de vinilo (R= CH,C(CHs3)-) y aromdticos, como el benzoato de vinilo
(R= Ph-) (Perfiles de reaccién en Anexo I: Figuras 13.2, 13.3, 13.13 a 13.22).

En la Tabla 4.13 se recogen los valores de actividad y selectividad obtenidos para cada
sistema de reaccion.
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Tabla 4.13. Actividad sintética y selectividad de CALB para los distintos sistemas de reaccién en
[bmim*][PF] y [omim*][PFs] a 30°C y 2%(v/v) de contenido en agua.

Sistema de Reaccién [bmim*][PFy] [omim*][PF¢]
Alcohol Ester vinilico Actividad sintética Selectividad Actividad sintética Selectividad
(U - mg. prot.'l) (%) (U - mg. prot. 1 (%)
1-Butanol Acetato de vinilo 6.6 98.3 114 96.2
1-Butanol Propionato de 127 922 40.1 86.0
vinilo
1-Butanol Butirato de 16.7 90.7 116.1 86.6
vinilo
1-Butanol Decanoato de 2.5 97.4 28.3 88.5
vinilo
1-Butanol Laurato de 3.7 97.4 30.2 94.6
vinilo
1-Butanol Benz.oz.lto de 0 - 0 -
vinilo
1-Butanol Acrilato de 2.1 >99.9 10.6 99.0
vinilo
1-Butanol Meta(frl.lato de 0 - 0 -
vinilo

Como puede observarse en la Tabla 4.13, la actividad y la selectividad de CALB estan
fuertemente influenciadas por la naturaleza del dador de acilo y del liquido i6nico. Asi,
los ésteres vinilicos o,p-insaturados y aromaticos mostraron escasa o nula actividad,
mientras que los alifdticos resultaron mas activos. Por otra parte, los valores de
actividad resultaron ser generalmente mayores en [omim'][PFs], mientras que la
selectividad fue menor en este liquido idnico. Estas observaciones pueden explicarse
teniendo en cuenta que el liquido i6nico [omim®][PFs] es mds hidrofébico que el
[bmim*][PFs]. La mayor hidrofobicidad del [omim*][PFs] implica por una parte una
mejor preservacion de la capa de agua esencial para que la enzima mantenga su
actividad catalitica, reduciendo la interaccion directa del liquido i6nico con la enzima y
provocando un aumento en el nimero de moléculas libres de agua que podrian actuar
como dadores nucleéfilos en las reacciones de transesterificacion, lo que originaria una
pérdida de selectividad.

Ademads, en la Figura 4.19 puede observarse también como al aumentar la longitud de
cadena del éster vinilico la actividad sintética de CALB muestra un maximo para el
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producto de 8 dtomos de carbono en ambos liquidos i6nicos, siendo este maximo mas
acusado en [omim"][PFs] . Este comportamiento ha sido también descrito para otras
reacciones de sintesis de ésteres catalizadas por lipasas de R. miehei [23] en disolventes
organicos, lo cual se explico en base a una afinidad intrinseca de la enzima hacia este
tipo de sustratos.
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Figura 4.19. Efecto de la longitud de cadena del éster vinilico en la actividad sintética de CALB en
[bmim*][PFs] y [omim*][PFs] a 30°C y 2%(v/v) de contenido en agua.

4.3.5. Efecto del alcohol en reacciones de transesterificacion catalizadas por CALB
en liquidos idnicos

Finalmente, se han llevado a cabo diferentes reacciones de transesterificaciéon variando
el alcohol y utilizando como dador de acilo el éster vinilico con el que se obtuvieron
mayores valores de actividad (butirato de vinilo). Los alcoholes seleccionados para este
estudio han sido alcoholes primarios de diferente longitud de cadena: metanol
(CH30H), I-butanol (CHj3-(CH,);0H), 1-hexanol (CHj3-(CH,)s-OH) y  1-octanol
(CH3-(CH;)7 OH) (Perfiles de reaccién en Anexo I: Figuras 13.2, 13.3, 13.23 a 13.28).

En la Tabla 4.14 se recogen los valores de actividad y selectividad obtenidos para cada
sistema de reaccion.
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Tabla 4.14. Actividad sintética y selectividad de CALB para los distintos sistemas de reaccién en
[bmim*][PF] y [omim*][PFs] a 30°C y 2%(v/v) de contenido en agua.

Sistema de Reaccién [bmim*][PF¢] [omim*][PF¢]
Ester vinilico Alcohol Actividad sintética Selectividad Actividad sintética | Selectividad
(U/ mg. prot.) (%) (U/ mg. prot.) (%)
Butirato de vinilo 1-Metanol 14.8 67.9 16.6 68.2
Butirato de vinilo 1-Butanol 16.7 90.7 116.1 86.6
Butirato de vinilo 1-Hexanol 51 99.9 29.1 94.5
Butirato de vinilo 1-Octanol 5.6 97.3 29.9 89.3

De nuevo los valores de actividad resultaron ser generalmente mayores en
[omim*][PFs], mientras que la selectividad fue menor en este liquido iénico, lo cual, tal
y como se explico en el apartado anterior, podria explicarse por la mayor hidrofobicidad
de este liquido i6nico.

En la Figura 4.20 se puede observar como, al aumentar la longitud de cadena del
alcohol la actividad sintética de CALB muestra nuevamente un maximo para el
producto de 8 dtomos de carbono en ambos liquidos idnicos, siendo este mds acusado en
[omim"][PFs].
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Figura 4.20. Efecto de la longitud de cadena del alcohol en la actividad sintética de CALB en
[bmim*][PFs] y [omim*][PFs] a 30°Cy 2%(v/v) de contenido en agua.
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4.4. CONCLUSIONES

Los liquidos iénicos estudiados, [bmim*][PFs] y [omim*][PFs], han resultado medios
de reaccion adecuados para llevar a cabo la sintesis de ésteres catalizada por CALB
proporcionando una alternativa a disolventes orgdnicos convencionales tales como el
n-hexano. Por tanto, ofrecen unas perspectivas muy esperanzadoras para su aplicacion
al disefio de procesos mads respetuosos con el medioambiente y con menores consumos
de disolventes orgénicos.

Se ha estudiado la influencia del pH y de la temperatura sobre la actividad y la
selectividad enzimatica, estableciéndose un valor 6ptimo de pH de 7 y poniéndose de
manifiesto una tendencia creciente de la actividad y selectividad en el intervalo
estudiado (30-70°C), demostrandose mediante este hecho el efecto protector del liquido
i6nico frente a la desactivacién térmica de la enzima.

El andlisis de la influencia de la naturaleza del dador de acilo y del alcohol permite

concluir que, entre los sustratos estudiados, el butirato de vinilo y el 1-butanol son los
que conducen a mayores valores de actividad enzimética.
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5. Efecto del medio liquido iénico sobre CALB en reacciones de transesterificacion

5. EFECTO DEL MEDIO LIiQUIDO IONICO SOBRE LA ACTIVIDAD,
SELECTIVIDAD Y ESTABILIDAD DE LA LIPASA B _DE CANDIDA
ANTARCTICA EN REACCIONES DE TRANSESTERIFICA CION

5.1. INTRODUCCION

Los liquidos i6nicos son sales orgdnicas que se presentan en estado liquido a
temperatura ambiente o proxima a ella. Normalmente estdn constituidos por un catién
organico, siendo los mas comunes los dialquilimidazolio y los tetraalquilamonio, y un
anion inorgdnico poliatémico, como el hexafluorofosfato y el tetrafluoroborato [1].
Ademas de las ventajas medioambientales derivadas de su utilizacion, que se atribuyen
a su practicamente nula presion de vapor y a su elevada estabilidad quimica y térmica
[2]. Son disolventes muy versdtiles que pueden ser aplicados en un amplio nimero de
campos debido a la posibilidad de modular sus propiedades fisico-quimicas
(hidrofobicidad, densidad, viscosidad, punto de fusion, polaridad, capacidad solvente)
mediante la variacién de los iones constituyentes de los mismos [3,4]. Por este motivo,
se les viene denominando ‘“disolventes de disefio” [5].

En este capitulo se ha estudiado la actividad, selectividad y estabilidad de la lipasa B
de Candida antarctica en una amplia variedad de liquidos i6nicos, con el fin de
determinar qué combinaciones de cationes y aniones resultan mds adecuados para
llevar a cabo reacciones de transesterificacién catalizadas por esta enzima. Las
condiciones de operacion utilizadas han sido las determinadas en el capitulo anterior
(pH=7 y 30°C).

Los liquidos iénicos empleados son combinaciones de cationes dialquilimidazolio
con una amplia variedad de aniones como hexafluorofosfato, tetrafluoroborato,
bis(trifluorometilsulfonil)imida, dicianamida, nitrato, acetato, octilsulfato y
etilenglicolmonometilétersulfato (Figura 5.1).

131



5. Efecto del medio liquido iénico sobre CALB en reacciones de transesterificacion
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Figura 5.1. Tones constituyentes de los liquidos iénicos estudiados.

o

Se ha utilizado la sintesis de butirato de butilo mediante transesterificacion de butirato
de vinilo con 1-butanol (Figura 5.2) como reaccién modelo para este estudio.

+
CH3'CH2'CH2'COO'CH=CH2 Lipasa
+
Lipasa

CHa-(CH,),-CH,OH

CHa~(CHy)3-COO-(CHy)5-CHs

H;

+
o/—\ CH;-CH,-CH,-CH,~-COOH

Figura 5.2. Reaccién modelo utilizada para el estudio.
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5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Enzima v materiales

Se utilizé como biocatalizador un preparado comercial de lipasa B de Candida
antarctica (EC 3.1.1.3) suministrado por Novo Espafia S.A. (Madrid, Espafia). Este
preparado, de denominacién comercial Lipozym® CaLB L, consiste en una disolucién
acuosa de la enzima libre. Para su utilizacion, la disolucion comercial de enzima se
diluye 4 veces con tampon fosfato de pH=7. El preparado enzimatico resultante
contiene 8.5 mg/ml de proteina, seglin se determiné por el método de Lowry [6].

Los liquidos iénicos [emim'][CI]], [omim*][CI], [bmim"][PFs], [bdmim"][PFs],
[hmim*][PFs], [omim'][PFs], [emim'][BFs], [bmim®][BF;], [bdmim"][BF,],
[hmim*][BF,], [bmim*][OcSO,] y [bmim*][MDEGSOy] fueron suministrados con una
pureza > 99% por Solvent Innovation (Colonia, Alemania). [emim*][NTf,] (pureza
>99%) y [bmim"][NTf,] (purity >99%) fueron suministrados por Sigma-Aldrich
Chemical Co. (Madrid, Espafia) y Strem Chemicals Inc. (Bischheim, Francia),
respectivamente y [hmim*][NTf,] (pureza >99%) y [omim™][NTf,] (pureza >99%) por
Merck KgaA (Darmstadt, Alemania).

N-metilimidazolio, 1-butanol, 1-clorobutano, y la resina de intercambio aniénico
Dowex 1X8-200 fue suministrada por Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Madrid, Espafa).

El resto de reactivos quimicos y disolventes fueron suministrados por Sigma-Aldrich
Quimica S.A. (Madrid, Espaiia) y fueron de la mayor pureza disponible.

Los gases necesarios para el andlisis de las muestras por cromatografia de gases
(hidrégeno, aire sintético y nitrogeno) fueron suministrados por Abell6-Linde S.A.

(Barcelona, Espana).

5.2.2. Sintesis de liquidos ionicos

1-Butil-3-metilimidazolio cloruro, [bmim*][Cl]: se hizo reaccionar 1-metilimidazol
(98 g, 1.19 mol) con I-clorobutano (131.00 g, 1.42 mol) a 80 °C bajo atmdsfera de
nitrégeno durante 5 dias (Figura 5.3). El exceso de 1-clorobutano se elimind por
evaporacion en rotavapor rindiendo un liquido i6nico viscoso con una ligera coloracion
amarilla  (208.6 g, 100%). '"H RMN (300 MHz, CDCl;, TMS): & 0.96 (t, 3H),
1.38 (q, 2H), 1.94 (m, 2H), 4.16 (s, 3H), 4.39 (t, 2H), 7.77 (s, 1H), 7.90 (s, 1H), 10.52
(s, 1H). °C RMN (400 MHz, CDCl;, TMS): & 13.47, 19.38, 32.15, 36.68, 49.72,
122.43, 123.91, 136.93.
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Figura 5.3. Dispositivo experimental utilizado en la sintesis de [bmim][Cl']

1-Etil-3-metilimidazolio dicianamida, [emim” ][dca ]: [emim™][CI] (43.9 g, 0.3 mol) se
disolvié en acetona (50 mL) y se afiadié dicianamida de sodio (28.6 g, 0.32 mol).
La mezcla se agit6 durante 20 horas a temperatura ambiente, después de mantuvo a
—20 °C durante 1 dia y se filtr6. El filtrado fue evaporado en el rotavapor, rindiendo el
liquido i6nico (49.4 g, 93%), el cual fue purificado mediante cromatografia en columna
sobre alimina activa.'H RMN (300 MHz, CDCls;, TMS): & 1.3 (t, 3H), 3.71 (s, 3H),
4.01 (m, 2H), 7.23 (m, 2H), 8.76 (s, 1H).

1-Butil-3-metilimidazolio dicianamida, [bmim™ ][dca’]: [bmim™][CI]
(100.9 g, 0.58 mol) se disolvié en acetona (100 mL) y se afiadié dicianamida de sodio
(53.6 g, 0.6 mol). La mezcla se agit6 durante 20 horas a temperatura ambiente, después
de mantuvo a —20 °C durante 1 dia y se filtré. El filtrado fue evaporado en el rotavapor,
rindiendo un liquido iénico con una ligera coloracién amarilla (109.2 g, 92%). 'H RMN
(300 MHz, CDCl3, TMS): 8 0.99 (t, 3H), 1.41 (m, 2H), 1.92 (m, 2H), 4.03 (s, 3H),
4.26 (t, 2H), 7.50 (m, 2H), 9.17 (s, 1H). (Espectro de "H RMN en Anexo II- Figura
13.48). Este producto contenia 1440 ppm de cloruros de acuerdo con el andlisis
realizado por cromatografia i6nica. La purificacién mediante cromatografia en columna
sobre alimina activa permitié reducir el contenido a 660 ppm.
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1-Octil-3-metilimidazolio dicianamida, [omim™][dca’]: [omim*][CI] (60.7 g, 0.3 mol)
se disolvié en acetona (50 mL) y se afadié dicianamida de sodio (28.6 g, 0.32 mol).
La mezcla se agité durante 20 horas a temperatura ambiente, después de mantuvo a
—20 °C durante 1 dia y se filtr6. El filtrado fue evaporado en el rotavapor, rindiendo un
liquido i6nico con una ligera coloraciéon amarilla (60.81 g, 87%). Después, el producto
fue purificado mediante cromatografia en columna sobre alimina activa. 'H RMN
(300 MHz, CDCl;, TMS): 6 0.77 (t, 3H), 1.21 (m, 10H), 1.81 (m, 2H), 3.95 (s, 3H),
4.14 (t, 2H), 7.38 (m, 2H), 9.26 (s, 1H). Este producto contenia 1650 ppm de cloruros
de acuerdo con el andlisis realizado por cromatografia idénica. La purificacién mediante
cromatografia en columna sobre alimina activa permitié reducir el contenido a
750 ppm.

1-Butil-3-metilimidazolio nitrato, [bmim*J[NO5]: se empaqueté una columna con
250 g de una resina de intercambio ani6nico, Dowex 1X8-200, y se eluyd
cuidadosamente con una disolucién 1 M de nitrato sédico (0.5 L) y después con agua
Milli-Q. Posteriormente se disolvié [bmim*][CI] (17.5 g, 0.1 mol) en agua Milli-Q
(200 mL) y la disolucion resultante se hizo pasar lentamente a través de la columna y se
eluy6 con agua Milli-Q (1 L). Se recogio el eluido y se concentrd a presion reducida. El
residuo se dej6 secar a vacio en una atmoésfera de pentoxido de fosforo.
El [bmim*][NO5’] se obtuvo con un rendimiento casi cuantitativo y contenia <10 ppm
de cloruros de acuerdo con el test del cromato de plata que se describe en el apartado
5.2.5.2. "H RMN (300 MHz, CDCls;, TMS): § 0.94 (t, 3H), 1.36 (m, 2H), 1.87 (m, 2H),
4.01 (s, 3H), 4.25 (t, 2H), 7.52 (m, 2H), 9.78 (s, 1H).

1-Butil-3-metilimidazolio acetato, [bmim"][CH;CO,] se prepar6 por intercambio
i6nico del mismo modo que el [bmim"][NOs] y se obtuvo con un rendimiento casi
cuantitativo. El producto contenia <10 ppm de cloruros de acuerdo con el test del
cromato de plata que se describe en el apartado 5.2.5.2. 'H RMN (300 MHz, CDCls,
TMS): 8 0.95 (t, 3H), 1.36 (m, 2H), 1.86 (m, 2H), 1.94 (s, 3H), 4.05 (s, 3H), 4.29
(t, 2H), 7.45 (m, 3H). (Espectro de "H RMN en Anexo II- Figura 13.51)

5.2.3. Ensayos de actividad enzimatica

En un vial de rosca de 1.5 ml se adicionan 19.2 uL. (150 wmol) de butirato de vinilo y
13.8 uL (150 wmol) de 1-butanol, y se completa el volumen de reacciéon hasta 500 uL
con un liquido iénico (457 uL). El vial de reaccién se sumerge entonces en un bafio de
termostdtico a 30°C.
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La reacciéon comienza adicionando 10 uL de lipasa B Candida antarctica
( 8.5 mg mL Ten tampon fosfato 20 mM a pH 7). La mezcla de reaccién permanece
agitada durante las 2 horas de ensayo y periddicamente se toman muestras de 15 pL del
medio de reaccidon, que se adicionan sobre 485 UL de n-hexano. La mezcla bifasica
resultante se agita vigorosamente en un vortex durante 2 minutos con el fin de extraer
todos los sustratos y productos a la fase hexano y se centrifuga durante 1 minuto a
12,000 rpm para separar las dos fases (liquido i6nico y hexano). Posteriormente a 400
UL de este extracto se le adiciona una disolucién en n-hexano del estdndar interno
utilizado para el andlisis (100 pL, 30 mM), y 5 uL de la disolucién resultante se
analizan por cromatografia de gases, tal y como se describe en el apartado 5.2.5.3.

La eficacia de la accion catalitica se midi6 a través de dos pardmetros, la actividad
sintética y la selectividad (apartado 2.4.2). Se define una unidad de actividad sintética
como la cantidad de enzima que es capaz de realizar la sintesis de 1umol de butirato de
butilo por minuto. La selectividad de la reaccion se puede definir como el porcentaje de
sustrato consumido que se transforma en el producto de sintesis. La selectividad tiene
asi en cuenta la reaccion de hidrdlisis del dador de acilo, que es competitiva en paralelo
con la de sintesis (Figura 5.2).

5.2.4. Ensavyos de estabilidad enzimatica

Los ensayos de estabilidad se han llevado a cabo incubando mezclas de 457 ul de

liquido i6nico y 10 ul de CALB (8.5 mg/mL de proteina en tampén fosfato 20 mM a
pH 7) a 30 °C en distintos viales de rosca de 1.5 mL de capacidad. A diferentes tiempos
de incubacion se afiaden los reactivos, 19.2 pL. (150 umol) de butirato de vinilo y 13.8
UL (150 pwmol) de 1-butanol, y se determina la actividad y selectividad enzimatica como
se describi6 en el apartado anterior.

Las curvas de desactivacion enzimatica se obtienen de la representacion de la actividad
residual frente al tiempo de incubacion. La actividad residual se define como el
cociente entre la actividad especifica a un tiempo dado (Actividad,) y la actividad
especifica a t = 0 (Actividady) (Ecuacién 5.1)

Actividad,
Ap(%) = ———x100 5.1
r(%) Actividad, , 1)
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5.2.5. Métodos analiticos

5.2.5.1. Analisis de resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y BC de los liquidos i6nicos
sintetizados se realizaron en los espectrometros VARIAN modelo Unity 300 y
VARIAN modelo Inova 400, utilizando cloroformo-d; como disolvente vy
tetrametilsilano ((CH3)4Si) como patrén interno de referencia de protén y carbono.

5.2.5.2. Test de determinacion de cloruros

El contenido de cloruros en los liquidos i6nicos se determind por un test con cromato de
plata. Una disolucién acuosa de cromato potdsico (5g/L, 27 mM, indicador) se adicion6
sobre una muestra de liquido i6nico y la mezcla se valor6 con una disolucién de nitrato
de plata (0.24 g/L, 1.4 mM). El punto final de la valoracién se alcanz6 cuando se
observo la apariciéon de un precipitado rojo persistente. El limite de detecciéon de este
método es aprox. de 100 nmol CI".

5.2.5.3. Analisis cromatografico

El andlisis de las muestras se lleva a cabo por cromatografia de gases en un
cromatégrafo Agilent 6890 N equipado con un detector de ionizacién en llama (FID),
un inyector automdtico de muestras y una columna capilar Nukol™ (15m X 0.53mm X
0.5um) de Supelco, utilizando acetato de butilo como estadndar interno.

La temperatura en el inyector se fijo en 190 °C, se trabajé con presion constante de 1.89
psi (51 mL /min flujo lineal) en la cabeza de la columna y la relaciéon de split de 7:9.
En el detector, la temperatura fue de 220 °C y los caudal de gases en el mismo de 400
ml/min de aire sintético, 30 ml/min de hidrégeno y 20 ml/min de nitrégeno. El perfil de
temperatura es el siguiente: 40 °C, 1 min; 15 °C/min, 95 °C; 35 °C/min, 160°C; 2 min,
160 °C.

Los tiempos de retencion de los compuestos son los siguientes: butirato de vinilo, 2.596
min.; acetato de butilo (estandar interno), 2.981min.; 1-butanol, 3.712 min.; butirato de

butilo, 4.430 min.; acido butirico, 7.339 min.

Las concentraciones de los compuestos se calcularon a partir de las pendientes de rectas
de calibrado obtenidas para los mismos, las cuales se mostraron en la Tabla 4.4.
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1. Efecto del medio liquido ionico en la actividad v selectividad de CALB

Las reacciones catalizadas por lipasas estdn fuertemente influenciadas por el medio de
reaccion utilizado. Para estudiar la influencia de los cationes y aniones constituyentes de
los liquidos i6nicos en la actividad y selectividad de la lipasa B de Candida antarctica,
se han utilizado diecinueve liquidos i6nicos, miscibles e inmiscibles con agua, como
medios de reaccién para llevar a cabo la sintesis de butirato de butilo mediante
transesterificacién de butirato de vinilo con 1-butanol (Figura 5.2) con un 2%(v/v) de
contenido en agua y 30°C.

Los liquidos i6nicos inmiscibles con agua seleccionados para este estudio han sido:

(i)  1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato, [bmim*][PFs],

(ii) 1-butil-2,3-dimetilimidazolio hexafluorofosfato, [bdmim*][PFs],

(iii) 1-hexil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato, [hmim*][PF¢],

(iv) 1-metil-3-octilimidazolio hexafluorofosfato, [omim*][PF¢],

(v) 1-etil-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imida, [emim ][NTf,],
(vi) 1-butil-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imida, [bmim*][NTf,],
(vii) 1-hexil-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imida, [hmim"][NTf,] y
(viii) 1-metil-3-octilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil)imida, [omim"][NTf,]

y los liquidos i6nicos miscibles con agua:

(i) 1-etil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato, [emim*][BF,],

(ii) 1-butil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato, [bmim*][BF,],
(iii) 1-butil-2,3-metilimidazolio tetrafluoroborato, [bdmim*][BF,],
(iv) 1-hexil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato, [hmim*][BF,],
(v) 1-etil-3-metilimidazolium dicianamida, [emim*][dca’],

(vi) 1-butil-3—metilimidazolio dicianamida, [bmim*][dca’],

(vii) 1-metil-3-octilimidazolio dicianamida, [omim*][dca’],

(viii) 1-butil-3-metilimidazolio nitrato, [bmim*][NO5],

(ix) 1-butil-3-metilimidazolio acetato, [bmim*][CH;COO7,

(x) 1-butil-3-metilimidazolio octilsulfato, [bmim*][OcSO,] y

(xi) 1-butil-3-metilimidazolio etilenglicolmonometiletersulfato, [bmim ][MDEGSOy].

La reaccién se llevd también a cabo en n-hexano, un disolvente orgdnico cldsico en
sintesis de ésteres catalizadas por lipasas en medios no acuosos [7], en las mismas
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condiciones de reacciéon con el fin de comparar las eficacia de los liquidos idnicos
como medios de reaccion. En el Anexo I (Figuras 13.1 a 13.3, y 13.29 a 13.44) se
recogen los perfiles de reaccion en los liquidos i6nicos y en n-hexano.

Los valores de actividad y selectividad exhibidos por la enzima CALB para la reaccion
de transesterificacion modelo en n-hexano y en los liguidos ionicos inmiscibles con
agua se encuentran recogidos en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Actividad y selectividad de CALB en liquidos i6nicos inmiscibles con agua en la sintesis de
butirato de butilo con 2%(v/v) de contenido en agua y 30 °C.

Actividad Sintética Selectividad

(U/mg.prot.) (%)
n-Hexano 7.61 75.3
[bmim*[PF,] 16.75 90.7
[bdmim*][PF’] 28.06 93.9
[hmim*][PF,] 60.44 85.8
[omim*][PF4] 116.10 86.6
[emim*][NTf,] 11.89 85.9
[bmim*][NTf,] 34.739 79.2
[hmim*][NTf,] 51.40 82.7
[omim*][NTf,] 73.53 83.0

Como primera observacion cabe destacar que todos los liquidos iénicos inmiscibles con
agua ensayados son medios adecuados para llevar a cabo la reaccién modelo estudiada,
ya que la actividad sintética y la selectividad de la enzima CALB en todos ellos fue
siempre mayor que en n-hexano.

A fin de analizar el comportamiento de la enzima CALB en estos liquidos i6nicos se
consideraron dos propiedades de estos nuevos disolventes, la hidrofobicidad del catién
y la nucleofilicidad del anién.

Respecto a la hidrofobicidad, en general, es importante considerar que para los liquidos
i6nicos que contienen el mismo anién, esta propiedad aumenta conforme lo hace la
longitud de la cadena del sustituyente alquilico del catién imidazolio [8]. A la vista de
lo anteriormente expuesto y tal como se observa en la Tabla 5.1, la actividad sintética
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que mostro la enzima en los liquidos i6nicos inmiscibles con agua aumenté conforme lo
hizo la hidrofobicidad de éstos. Este hecho puede ser explicado teniendo en cuenta que
un incremento en la hidrofobicidad del medio permite la preservacién de la capa de
moléculas de agua alrededor de la enzima necesaria para que ésta mantenga su
conformacidn activa.

Con respecto a la nucleofilicidad, se ha observado (Tabla 5.1) que la actividad de la
enzima CALB es menor en los liquidos i6nicos que contienen el anién [NTf,], de
mayor nucleofilicidad que el anién [PFg] [9], lo cual era de esperar debido a la elevada
tendencia de los aniones mas nucleofilicos a alterar la conformacion activa de la enzima
por interaccidon con los centros de la estructura enzimdtica cargados positivamente
[10,11]. Contrariamente a esta tendencia, las velocidades de reaccién obtenidas cuando
se utiliz6 como medio de reaccién [bmim*][NTf, ] fueron mayores que cuando el medio
fue [bmim"][PFs]. Este hecho puede ser explicado, teniendo en cuenta la alta
viscosidad del liquido i6nico [bmim*][PFs] (207cP) [12] comparada con la viscosidad
de [bmim*][NTf,] (52 cP) [13] que podria originar mayores limitaciones difusionales y
por tanto menor velocidad de reaccion. Respecto a esta cuestion, varios autores [7,14]
han observado el mismo comportamiento, obteniendo una mayor actividad cuando la
enzima catalizaba la reaccién en [bmim*][NTf,] que en [bmim"][PFs].

Los datos de selectividad obtenidos para los diferentes liquidos i6nicos inmiscibles en
agua se encuentran también incluidos en la Tabla 5.1. Las diferencias en los valores de
selectividad entre los diferentes liquidos idnicos inmiscibles con agua para la reacciéon
de transesterificacion modelo pueden atribuirse a la capacidad de cada uno de ellos de
reducir la actividad del agua (ay) en el microambiente de la enzima. En este sentido, un
incremento en la hidrofobicidad de los liquidos i6nicos immiscibles con agua, supone
un incremento en las moléculas de agua libres en el medio, las cuales pueden actuar
como nucledfilos en la reaccion de transesterificacion, generando el producto de
hidrdlisis y disminuyendo de este modo la selectividad de la reaccion.

Los valores de actividad y selectividad exhibidos por la enzima CALB para la reaccién
de transesterificacion modelo en n-hexano y en los liquidos ionicos miscibles con agua
se encuentran recogidos la Tabla 5.2.
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Tabla 5.2. Actividad y selectividad de CALB en liquidos idnicos miscibles en agua en la sintesis de
butirato de butilo a 2%(v/v) de contenido en agua y 30 °C.

Actividad Sintética Selectividad

(U/mg.prot.) (%)
n-Hexano 7.61 75.3
[emim*] [BF,] 0.14 >99.9
[bmim*] [BF,] 0.82 >99.9
[bdmim*] [BF,] 3.48 >99.9
[hmim*] [BF,] 3.58 >99.9
[emim*] [dca’] 0.63 >99.9
[bmim™] [dea’] 12.34 >99.9
[omim*] [dca’] 0.82 >99.9
[bmim*] [NO5'] 0 .
[bmim™] [acetato] 0.33 >99.9
[bmim*] [OcSO4] 0.08 >99.9
[bmim*] [MDEGSO,] 0.11 >99.9

Al contrario de lo que ocurre con los liquidos i6nicos inmiscibles con agua, la actividad
sintética mostrada por la enzima CALB en los liquidos i6nicos miscibles con agua fue
mucho menor que en n-hexano en casi todos los casos. Unicamente en [bmim*][dca] la
enzima CALB fue mas activa que en n-hexano, y en [bdmim*][BF;]y [hmim"][BF,]
la actividad enzimética fue aproximadamente la mitad que en n-hexano. Por tanto,
solamente estos tres liquidos i6nicos miscibles con agua podrian ser utilizados como
medios de reaccion alternativos al n-hexano en la sintesis de butirato de butilo. La
enzima CALB no mostré actividad alguna en el liquido i6nico [bmim*][NO;7, lo cual
puede ser explicado en base a la alta nucleofilidad del anién [NOj]. El efecto negativo
de los liquidos i6nicos miscibles con agua sobre la actividad enzimédtica puede atribuirse
a la interaccién directa de éstos con las moléculas de enzima, lo que origina la
desnaturalizaciéon de las proteinas constituyentes de las enzimas por deshidratacion
[15,16]. El caso extremo lo encontramos para [bmim*][NOs"] cuyo anién, que posee una
alta nucleofilicidad, podria coordinarse fuertemente con los grupos cargados
positivamente de la superficie de la enzima modificando la conformacién activa de la
misma. Al igual que ocurria con los liquidos idnicos inmiscibles con agua, para un
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mismo anién, la actividad sintética de la enzima aumenté conforme lo hizo la
hidrofobicidad del catién constituyente.

En lo que respecta a la selectividad, en ninguna de las reacciones efectuadas en liquidos
i6nicos miscibles con agua se detect6 el producto de hidrdlisis, obteniendo asi para este
pardmetro un valor > 99.9%. La mayor hidrofilicidad de los liquidos i6nicos miscibles
con agua permite una baja actividad de agua en el microentorno de la enzima de forma
que los procesos de hidrdlisis se ven practicamente anulados.

5.3.2. Analisis de la estabilidad de CALB en liquidos ionicos

Uno de los criterios clave para seleccionar un sistema enzima-liquido iénico es la
estabilidad del catalizador en el medio de reaccidén. La influencia de estos nuevos
disolventes en la estabilidad de lipasa B de Candida antarctica fue estudiada mediante
incubacién de la enzima en distintos liquidos i6nicos a 30 °C y 2% (v/v) de contenido en
agua. Los liquidos i6nicos seleccionados para este estudio fueron una muestra
representativa de aquellos en los que la enzima mostré mayor actividad: [bmim*|[PFg],
[hmim*][PFs], [omim*][PFs], [hmim"][NTf,], [hmim"][BF;] y [bmim®][dca’], con
objeto de estudiar la influencia del anién y del cation que conforman el liquido i6nico
en la estabilidad enzimatica.

Las curvas de desactivacion de la enzima en los distintos medios, se han obtenido a
partir del cdlculo de las actividades residuales de la enzima a intervalos dados de tiempo
a lo largo de un periodo de 7 dias. Los perfiles de desactivaciéon de CALB en distintos
liquidos i6nicos se muestran en las Figuras 5.4. a 5.10.
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Figura 5.4. Curva de desactivacién de CALB a 30 °C y 2% (v/v) en agua en [bmim*][PFg].
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Figura 5.5. Curva de desactivacién de CALB a 30 °C y 2% (v/v) en agua en [hmim"][PFg].
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Figura 5.6. Curva de desactivacién de CALB a 30 °C y 2% (v/v) en agua en [omim"][PFg].
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Figura 5.7. Curva de desactivacién de CALB a 30 °Cy 2% (v/v) en agua en [hmim][NTf,].
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Figura 5.8. Curva de desactivacién de CALB a 30 °C y 2% (v/v) en agua en [hmim"][BF,].
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Figura 5.9. Curva de desactivacién de CALB a 30 °C y 2% (v/v) en agua en [bmim*][dca’].

La forma de las curvas de desactivacion permite discriminar entre los mecanismos de
desactivacion. Asi, podemos constatar que estas cinéticas son de segundo orden (dos
zonas lineales de pendiente diferente). Este tipo de cinética también ha sido observada
para esta enzima por otros autores [17]. Se fundamenta en la presencia de dos
poblaciones de enzima de estabilidad diferente dentro de la solucién bruta y se traduce
en un mecanismo en dos etapas:

A partir de las graficas de desactivacion pueden determinarse los tiempos de vida media
(t12) como el tiempo al cual la enzima mantiene la mitad de su actividad inicial. Este es
un pardmetro que permite apreciar facilmente el grado de estabilizacion de la enzima en
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los distintos medios. Los valores obtenidos del t;; para los distintos liquidos i6nicos se
recogen en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Tiempos de vida media de CALB en los distintos ILs a 30 °C y 2% (v/v) en agua.

Tiempo de vida

media (tl /2)

[hmim*][BF] 7

[bmim*][dca’] 1.5
[bmim*][PF4] 48
[hmim*][PF] 78
[omim*][PF¢] 84
[hmim*][NTf;,] 72

La Figura 5.10 muestra el perfil de desactivacion de CALB en 3 liquidos i6nicos
diferentes basados en el anién hexafluorofosfato.

100 f —O— [bmim+][PF6-]
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Figura 5.10. Perfiles de desactivacién de CALB en [bmim*][PFs], [hmim*][PFs], [omim*][PFs] a 30
°Cy 2% (v/v) en agua.
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Como puede observarse en la Figura 5.10, la estabilidad de CALB aumenta al aumentar
la longitud de cadena del sustituyente alquilico del catién imidazolio, lo cual estd de
acuerdo con el aumento de la hidrofobicidad del liquido i6nico, aunque no se observan
diferencias significativas en la estabilidad entre [hmim*|[PFs]y [omim"][PFs]. Estos
resultados son coincidentes con los obtenidos por Lozano et al. [17], quienes
encontraron que la enzima era muy sensible a la desactivacién conforme disminuia la
hidrofobicidad del liquido i6nico, con un contenido en agua del 2% (v/v).

El efecto mas importante sobre la actividad enzimdtica se observé variando la
naturaleza del anién constituyente del liquido i6nico, tal y como puede verse en la
Tabla 5.3, comparando los tiempos de vida media de CALB en liquidos i6nicos que
poseen el mismo catién. Asi, los tiempos de vida media para los liquidos i6nicos
basados en el catién [bmim’] aumentan en la serie: [bmim*][dca’] < [bmim"][PFs] y
para aquellos basados en el cation [hmim®] la secuencia es la siguiente:
[hmim*][BF;]< [hmim*][NTf;]< [hmim*][PFs]. Teniendo en cuenta que el orden de
nucleofilicidad de los aniones es: [dca’] [BE4] >[ NTf,]>[PFs] [9,18], el aumento de
los tiempos de vida media parece estar de acuerdo con la disminucién de este
parametro. Esta observacién puede ser explicada por el hecho de que los aniones mas
nucleofilicos podrian interaccionar mds fuertemente con la enzima, causando cambios
en la estructura activa de ésta.

Asi, el liquido i6nico [omim"][PFs], que contiene el catién mds hidrofébico y el anién
menos nucleofilico, ha resultado ser el que mds estabiliza a la enzima, mostrando un
tiempo de vida media de 84 horas. Por el contrario, el liquido i6nico [bmim*][dcaT, el
cudl contiene el catién mas hidrofilico y el aniéon mds nucleofilico, produce una fuerte
disminucién de la estabilidad de CALB, mostrando un tiempo de vida media de tan sélo
1.5 h. La misma tendencia fue observada por Kaar et al. [19] con Novozym 435, la cual
resulté mds estable en [bmim*][PFs] que en [bmim"][NOs7], y por Persson and
Bornscheuer [7] con una esterasa de B. Stearothermophilus, la cual mostr6 mds
estabilidad en [bmim*][PFs] que en [bmim*][BF,7].
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5.4. CONCLUSIONES

Se ha llevado a cabo la sintesis de butirato de butilo catalizada por lipasa B de Candida
antarctica en una amplia variedad de liquidos i6nicos. Los liquidos i6nicos inmiscibles
con agua han resultado medios adecuados para llevar a cabo la reaccién propuesta,
obteniéndose mayores valores de actividad y selectividad enzimética que en n-hexano,
como disolvente orgénico convencional.

El uso de liquidos i6nicos miscibles con agua da lugar a menores valores de actividad
y selectividad enzimadtica que en n-hexano, sin embargo la selectividad en estos medios
es mucho mayor ( > 99.9%).

Los estudios de estabilidad indican que CALB es mads estable en liquidos i6nicos
inmiscibles con agua que en liquidos i6nicos miscibles con agua.

Se ha observado que un aumento de la hidrofobicidad del catiéon constituyente del
liquido i6nico da lugar a un aumento en la actividad y estabilidad de CALB y a una
disminucién de la selectividad. En lo referente al ani6én, un aumento en la
nucleofilicidad de éste da lugar a una disminucién de la actividad y estabilidad de
CALB y a un aumento de la selectividad enzimatica.
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6. DESARROLLO DE NUEVOS DERIVADOS ENZIMATICOS DE LIPASA B
DE CANDIDA ANTARCTICA ACTIVOS EN LIQUIDOS IONICOS
DESNATURALIZANTES

6.1. INTRODUCCION

En el capitulo anterior se comprobd que la enzima lipasa B de Candida antarctica
exhibia una actividad y selectividad superior en reacciones de transesterificacion
cuando se empleaban como medios de reaccion liquidos idnicos inmiscibles con agua
en lugar de n-hexano. Sin embargo, la actividad catalitica de la enzima se veia
notablemente disminuida con el empleo de liquidos i6nicos miscibles con agua que
originaban la desnaturalizacién de la misma. Por ello, se considerd la posibilidad de
estabilizar la enzima mediante inmovilizacién enzimdtica.

La inmovilizacién es uno de los métodos méas cominmente empleados para estabilizar
biocatalizadores [1,2]. Ademads, el uso de enzimas inmovilizadas es muy ventajoso a
nivel industrial ya que permite reducir los costes asociados a los procesos biocataliticos,
al permitir una separacion del biocatalizador mds eficiente y facilitar su reciclaje y
reutilizacion [3,4].

Las técnicas de inmovilizacién enzimética son diversas y variadas. Comuinmente se ha
llevado a cabo la inmovilizacién enzimdtica en soportes sélidos mediante adsorcién
fisica o enlace covalente. Sin embargo, en los ultimos afios ha habido un creciente
interés en el desarrollo de técnicas de inmovilizacién enzimdticas que reduzcan o
eliminen el uso de soportes. Entre estas técnicas cabe destacar la inmovilizaciéon por
agentes de entrecruzamiento.

La inmovilizacién por agentes de entrecruzamiento se basa en la formacion de enlaces
covalentes entre las moléculas de enzima, mediante reactivos bifuncionales o
multifuncionales que dan lugar a la formacion de agregados tridimensionales
entrecruzados totalmente insolubles en agua. Uno de los agentes entrecruzantes mas
populares es el glutaraldehido, cuyos grupos funcionales son capaces de reaccionar con
los grupos amino libres de las enzimas, mediante la formacién de bases de Schiff.
Un procedimiento mixto de inmovilizacién consiste en inmovilizar la enzima por
adsorcién sobre un soporte polimérico (con lo que se consigue una elevada carga
enzimadtica) y posteriormente afadir el reactivo bifuncional. Actualmente los métodos
mads novedosos de inmovilizacién por entrecruzamiento son la inmovilizacién en forma
de cristales de las enzimas entrecruzados covalentemente (cross-linked enzyme crystals,
CLECs) [5-7], la inmovilizacion como enzimas en disolucién entrecruzadas
covalentemente (cross-linked disolved enzymes, CLEs) [8,9] y la inmovilizacién como
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agregados enzimaticos entrecruzados covalentemente (cross-linked enzyme aggregates
CLEAs) [10].

Estas nuevas técnicas de inmovilizacion presentan unas ventajas muy claras sobre las
tradicionales:

- Poseen una alta concentraciéon de la actividad enzimética en el catalizador.
Se evita de este modo la “diluciéon de la actividad” enzimatica que se
produce en la inmovilizacién sobre soportes como consecuencia de las
elevadas proporciones de soporte utilizadas (90% a 99.9%) [11].

- Poseen una elevada estabilidad.

- Los costes de produccién son menores al eliminar el coste adicional del
soporte.

En este capitulo se han desarrollado varios derivados enzimadticos entrecruzados de
lipasa B de Candida antarctica y se ha evaluado su comportamiento en liquidos i6nicos
miscibles con agua con el fin de comprobar si este tipo de inmovilizacién enzimatica
hace posible el mantenimiento de la actividad enzimaética ante el efecto desnaturalizante
de estos liquidos i6nicos.

Los liquidos idénicos empleados para este estudio estdn basados en el catidon
1-butil-3-metilimidazolio y los aniones dicianamida, nitrato, acetato y lactato
(Figura 6.1).

N

y _
N’ en NO;
N) \N Dicianamida [dca™ ] Nitrato [NO3™ ]
HsC™ X7 (CHo)3CH3
HO
1-butil-3-metilimidazolio [bmim™*] [l _ I [l _
CH;—C—O CH3; -CH—C—O

Acetato [CH3CO5™ ] Lactato [CH3CH(OH)CO,™ ]

Figura 6.1. Iones constituyentes de los liquidos iénicos estudiados.
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Se ha utilizado la sintesis de butirato de butilo mediante transesterificacion de butirato
de etilo con 1-butanol (Figura 6.2) como reaccion modelo para este estudio.

CHa-(CH,),-CH,OH
CHa~(CHy)3-COO-(CHy)s-CHs
+

CH;3-CH,-CH,-COO-CH,CH4 Lipasa

N
Li y +
ipasa
O/—\

" CHy-CH,~CH,-CH,-COOH
2

Figura 6.2. Reaccion modelo utilizada para el estudio.

6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Enzima v materiales

La enzima lipasa B de Candida antarctica (Lipozym® CaLB L) fue suministrada por
Novozymes (Bagsvard, Dinamarca).

1-Butanol, butirato de etilo, 1,2-dimetoxibenceno y la resina de intercambio aniénico
Dowex 1X8-200 fue suministrada por Acros Organics (Geel, Bélgica).

El soporte Accurel EP 100 (polipropileno microporoso) se obtuvo de Membrana GmbH
(Wuppertal, Alemania). La zeolita KA (polvo) fue suministrada por Sigma-Aldrich
Chemie B.V. (Zwijndrecht, Holanda) y fue activada a 400 °C antes de su uso. Los
disolventes tert-butil metil eter (TBME) de grado HPLC vy tert-butil alcohol fueron
suministrados por Acros Organics (Geel, Bélgica) y Riedel-de Haén (Seelze, Alemania),
respectivamente, y se secaron sobre zeolita NaA activada (Sigma-Aldrich Chemie B.V.,
Zwijndrecht, Holanda) antes de su uso.
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6.2.2. Preparacion de derivados enzimaticos entrecruzados de lipasa B de Candida
antarctica [12]

6.2.2.1. Agregado enzimatico entrecruzado covalentemente de lipasa B de Candida
antarctica

Sobre 150 mL de Lipozym CalLB L a temperatura ambiente se adiciond
hidrégenofosfato dipotésico (0.45 g, 2.5 mmol, 20 mM concentracién final). El pH fue
ajustado a 7.3 con 4cido fosférico (I M). Seguidamente, se adicionaron 450 mL de
2-propanol y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después se
adicion6 una disolucién de glutaraldehido (25%, 22.6 mL, 100 mM concentracion final)
y se agité durante 3 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se adiciond una
disolucién de cianoborohidrido sédico (60 mL, 100 mM). Después de 30 minutos, el
agregado enzimdtico entrecruzado covalentemente (CLEA) fue aislada por
centrifugacién. Las particulas fueron lavadas con agua y seguidamente secadas con
acetona y éter dietilico. Del so6lido polverulento resultante se eliminaron los residuos de
disolventes orgdnicos haciendo pasar una corriente de aire a través de una placa de
vidrio poroso que contenia el s6lido. Rendimiento: 8 g, actividad 24 kU/g, definida la
unidad de actividad (U) como la cantidad de enzima que produce un umol de dcido
butirico por minuto a partir de tributirina a pH 7.5 y 40 °C.

6.2.2.2. Derivado enzimatico de lipasa B de Candida antarctica entrecruzado
covalentemente sobre un soporte de polipropileno

A temperatura ambiente, la enzima (Lipozym CalLB L) (10 mL) se adiciond sobre el
soporte Accurel EP100 (1 g), el cual previamente habia sido lavado con 2-propanol y
agua. La suspension se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas; después se
adicioné 2-propanol (30 mL). Tras agitar durante 5 minutos, se afiadié una disolucién
de glutaraldehido (25%, 1.5 mL, 100 mM concentracion final) y se agitd durante 2
horas a temperatura ambiente. El derivado enzimatico entrecruzado obtenido se decanto,
se lavd tres veces con agua, y se colocé sobre un tamiz metdlico de 150 mm.
Posteriormente de secd con acetona y éter dietilico. Rendimiento: 1.3 g (contenido en
proteinas del 41%), actividad: 36 kU/g.

6.2.3. Sintesis de liquidos ionicos

Los liquidos iénicos [bmim*][CI], [bmim*][dca’], [bmim*][NO57] y [bmim*][CH3CO;]
se sintetizaron de acuerdo con el procedimiento experimental descrito en el apartado
5.2.2.
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1-Butil-3-metilimidazolio lactato, [bmim"][CH;CH(OH)CO;] se empaqueté una
columna con 250 g de una resina de intercambio aniénico, Dowex 1X8-200, y se eluy6
cuidadosamente con una disolucién 1 M de lactato sédico (0.5 L) y después con agua
Milli-Q. Posteriormente se disolvié [bmim*][CI] (17.5 g, 0.1 mol) en agua Milli-Q
(200 mL) y la disolucién resultante se hizo pasar lentamente a través de la columna y se
eluy6 con agua Milli-Q (1 L). Se recogié6 el eluido y se concentrd a presion reducida.
El residuo se dejé secar a vacio en una atmosfera de pentéxido de fésforo.
El [bmim"][CH;CH(OH)CO,] se obtuvo con un rendimiento casi cuantitativo y
contenia <10 ppm de cloruros de acuerdo con el test del cromato de plata que se
describio en el apartado 5.2.5.2. '"H NMR (300 MHz, CDCl3, TMS): 6 0.95 (t, 3H), 1.40
(m, 5H), 1.87 (m, 2H), 4.98 (m, 1H), 4.05 (s, 3H), 4.28 (m, 2H), 4.72 (m, 1H), 7.44 (m,
2H), 10.56 (s, 1H).

6.2.4. Ensayos de actividad enzimatica

En un vial de rosca de 2 ml se adicionan 8 uL (60 wmol) de butirato de etilo, 15 pL (300
pmol) de 1-butanol y 8 pL de 1,2-dimetoxibenceno (estdndar interno) que se disuelven
en el medio de reaccion (1475 uL). Se adicionan a la mezcla de reaccién 75 mg de
zeolita KA activada (polvo).

La reaccion comienza adicionando 36 U de CALB. La mezcla de reaccion permanece a
40°C con agitacion durante 2 horas y periddicamente se toman muestras de 15 pL del
medio de reaccidon, que se adicionan sobre 600 uL de n-hexano. La mezcla bifasica
resultante se agita vigorosamente en un vortex durante 1 minuto con el fin de extraer
todos los sustratos y productos a la fase hexano y se centrifuga durante 1 minuto a
12,000 rpm para separar las dos fases. 5 pL del sobrenadante se analizan por
cromatografia de gases, tal y como se describe en el apartado 6.2.5.3.

La eficacia de la accidn catalitica se midi6 a través de dos pardmetros, la actividad
sintética y la selectividad. Se define una unidad de actividad sintética como la cantidad
de enzima que es capaz de realizar la sintesis de 1pmol de butirato de butilo por minuto.
La selectividad de la reaccion tiene en cuenta la reaccion competitiva de hidrolisis y se
define como el porcentaje de sustrato consumido que se transforma en el producto de
sintesis (Figura 6.2).

6.2.5. Métodos analiticos

6.2.5.1. Analisis de resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y "°C de los liquidos iénicos
sintetizados se realizaron en los espectrometros VARIAN modelo Unity 300 y
VARIAN modelo Inova 400, utilizando cloroformo-d; como disolvente y
tetrametilsilano ((CH3)4S1) como patrén interno de referencia de protén y carbono.
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6.2.5.2. Analisis cromatografico

El anélisis de las muestras de reaccién se lleva a cabo por cromatografia de gases en un
cromatégrafo Varian Star 3600 GC equipado con un detector de ionizacién en llama
(FID), un inyector automdtico de muestras y una columna capilar CP-Sil SCB (50 m X
0.53 mm) de Varian Inc. El perfil de temperatura es el siguiente: 8 min a 40 °C, después
15 °C/min hasta 235 °C.

Los tiempos de retencion de los compuestos son los siguientes: 1-butanol, 8.8 min.;
butirato de etilo, 12.9 min.; butirato de butilo, 17.0 min.; 1,2-dimetoxibenceno,
19.5 min; acido butirico, 20.3 min.

Las concentraciones de los compuestos se calcularon a partir de las pendientes de rectas
de calibrado obtenidas para los mismos, las cuales se muestran en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema de reaccion: butirato de etilo, 1-butanol,
butirato de butilo y dcido butirico.

Compuesto m = pendiente
BUTIRATO DE ETILO
CHj;(CH;),COOCH,CH; 1.3786

1-BUTANOL
CH;(CH;);OH 1.9796
BUTIRATO BUTILO
CH;(CH,);COO(CH,);CH3; 0.957
ACIDO BUTIRICO
CH;3(CH,),COOH 10.621

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Dos derivados enzimaticos entrecruzados de CALB fueron utilizados para llevar a cabo
la sintesis de reaccion de butirato de butilo (Figura 6.2). En uno de ellos la enzima se
inmovilizé en forma de agregado enzimdtico entrecruzado covalentemente (CLEA),
preparada mediante agregacion enzimadtica directa y entrecruzamiento (CALB-CL).
En el segundo derivado inmovilizado, la enzima fue entrecruzada sobre un soporte de
polipropileno (CALB-PP).

La actividad catalitica de los dos derivados enzimaticos entrecruzados fue ensayada en
dos medios de reaccion: alcohol tert-butilico, el cual se ha utilizado como referencia al
ser un medio de reaccién convencionalmente usado en este tipo de reacciones y en
[bmim*][dca], un liquido iénico que se ha comprobado su capacidad para disolver a la
enzima CALB, sufriendo ésta una perdida de actividad irreversible [13].
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En alcohol tert-butilico, el derivado enzimatico CALB-CL catalizé la reacciéon de
transesterificacién con una actividad especifica de 220 pmol min™ (g protein)™, la cual
fue dos oOrdenes de magnitud inferior a su actividad hidrolitica en fase acuosa.
El biocatalizador CALB-PP fue significativamente mas activo (actividad especifica de
374 pumol min’! (g protel’na)'l), teniendo en cuenta su contenido proteinico (41%).
Este hecho puede ser explicado considerando que el camino de difusién de los sustratos
hacia el centro activo de la enzima en el biocatalizador soportado en polipropileno es
mas corto.

En [bmim*][dca’], CALB-PP mantuvo su actividad, y llevé a cabo la reaccién de
transesterificacion con aproximadamente un 60 % de la actividad especifica conseguida
en alcohol tert-butilico. Por el contrario, el derivado CaLLB-CL perdié préacticamente
toda su actividad en [bmim*][dca’] (Figura 6.3).

Conversion (%)

tiempo (h)

Figure 6.3. Efecto del medio y del procedimiento de inmovilizacién; CaLB-CL en t-BuOH (e) y
[bmim*][dca’] (m); CaLB-PP en t-BuOH (A) y [bmim*][dca’] (e).

La baja actividad de CALB-CL en [bmim*][dca’] puede ser causada por la ruptura de
los enlaces por puentes de hidrégeno intramoleculares por el anién [dca’] que es
fuertemente coordinante [14]. En este sentido, la adicién de una pequeia cantidad de
agua sobre liquidos idnicos altamente hidrofilicos como el [bmim*][dca’], podria tener
un efecto beneficioso ya que tenderia a hidratarse hasta la formacion del hemihidrato
disminuyendo asi su poder de coordinacién a la enzima [15]. De hecho, se ensayé la
reaccién en [bmim*][dcal. ¥2 H,O (4.5 wt% H,0) observandose que CALB-CL
permanecia activa. Sin embargo, en este ultimo caso la hidrdlisis prevalecié sobre la
sintesis y la formacion del butirato de butilo sélo alcanzé un rendimiento del 15%. La
actividad mostrada por CALB-CL en [bmim®][dca’]. ¥2 H,O puede ser explicada
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considerando que el agua presente rompe la interaccidon que se establece entre el liquido
i6nico y la enzima restableciéndose entonces la actividad enzimadtica. Por la importante
actividad hidrolitica que muestra CALB-CL cabe entender que la actividad de agua en
el hemihidrato es atn considerable, de modo que afiadir agua no resulta una solucién
adecuada para evitar la desactivacion cuando se pretende realizar biosintesis.
La hidrdlisis del butirato de etilo se dio, aunque en pequeiia proporcidn, incluso cuando
los liquidos i6nicos fueron secados de forma rigurosa. Por ello se considerd pertinente
afadir zeolita KA a la mezcla de reaccion para adsorber las moléculas de agua presentes
en el medio, con el fin de obtener los resultados sintéticos esperados.

Por todo lo expuesto, se puede concluir que el procedimiento para preparar el
catalizador es crucial para la preservacion de la actividad enzimdtica en liquidos
i6nicos. En los casos estudiados, podria entenderse que la delgada pelicula del agregado
enzimatico formado sobre la superficie del soporte de polipropileno en CALB-PP esta
mads entrecruzada, y por lo tanto mds estabilizada, que en los agregados sin soporte del
tipo CALB-CL.

El estudio se extendid posteriormente a otros liquidos i6nicos miscibles con agua tales
como [bmim*][NO;], [bmim"][CH3CO,] y [bmim"][CH;CH(OH)CO;], utilizando el
derivado enzimédtico CALB-PP, que habia mostrado mejor comportamiento, y
afladiendo zeolita KA a la mezcla de reaccion para disminuir la hidrélisis. Los valores
de actividad y los perfiles de reaccion obtenidos para CALB-PP en los distintos liquidos
i6nicos se encuentran recogidos en la Tabla 6.2 y la Figura 6.6.

Tabla 6.2. Efectos del medio de reaccion y el biocatalizador en la reaccién de transesterificacion.

Tipo de CLEA,

Medio actividad especifica

(umol min’! (g protein)'l)

CALB-CL | CALB-PP
Alcohol tert-butilico 220 374
[bmim*][dca’] 6.6 228
[bmim*][NOs’] 2.5 151
[bmim*][ CH;CO,] 0 62
[bmim ][CH;CH(OH)CO,] 0 58

Condiciones de reaccion: butirato de etilo (0.04 M), 1-butanol (0.2 M),
zeolita KA (50 mg mL™), lipasa 24 U mL", 40 °C.
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Conversion (%)
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Figura 6.6. Perfiles de reaccién para la sintesis de butirato de butilo catalizada por CALB-PP in t-BuOH
(#), [bmim"][dca’] (A), [bmim"][NO57] (), [bmim"][CH;CH(OH)CO,] (A) y [bmim"][CH;CO;] (e).

CALB-CL mostr6 una actividlad muy baja en [bmim*][NO;], mientra que en
[bmim™][CH3;CH(OH)CO; ]y [bmim*][CH3CO,] resulté inactiva.

Por su parte, CALB-PP present6 una alta actividad catalitica en [bmim“][NO3], un disolvente
potencialmente atractivo debido a su alta polaridad. Sin embargo, cuando se utiliz6
[bmim™][CH3;CH(OH)CO; ]y [bmim"][CH3CO;] como medios de reaccién, la actividad
especifica fue notablemente menor, no alcanzdndose en ambos casos la conversion total
del butirato de etilo.

6.4. CONCLUSIONES

Se ha obtenido un derivado enzimdtico de CALB mediante absorcién y
entrecruzamiento covalente de la enzima sobre un soporte de polipropileno (CALB-PP)
que mantiene su actividad catalitica en los liquidos i6nicos [bmim*][dca’] y
[bmim J[NO57], los cuales desactivan la enzima libre.

A la vista de los resultados obtenidos, la inmovilizacién enzimética por agentes de
entrecruzamiento se revela como una prometedora técnica de inmovilizacion para
obtener derivados enzimdticos que mantengan su actividad en liquidos idnicos
desnaturalizantes.
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7. APLICACION DE MEMBRANAS LiQUIDAS SOPORTADAS BASADAS EN
LIQUIDOS IONICOS A LA SEPARACION SELECTIVA DE SUSTRATOS Y
PRODUCTOS DE REACCIONES DE TRANSESTERIFICACION

7.1. INTRODUCCION

Los métodos tradicionalmente empleados en la industria quimica para la separacion
selectiva de compuestos organicos han sido la cristalizacién, la destilacion fraccionada
y la extraccion con disolventes. La mayor parte de estos métodos requieren altos
consumos de energia y/o dan lugar a grandes cantidades de residuos de disolventes.
En este contexto, los procesos de separacion basados en la tecnologia de membranas
han sido reconocidos como una alternativa prometedora [1] para conseguir una mas
gestion eficiente de los recursos, ya que no requieren altos consumos de energia para su
operacion, pueden ser llevados a cabo bajo condiciones de operaciéon moderadas y el
consumo de disolventes es menor que en los métodos tradicionales.

Dentro de los procesos basados en la tecnologia de membranas, el uso de membranas
liquidas soportadas (SLMs) ha recibido un interés creciente en los ultimos afios [2-4].
Las SLMs consisten en soportes porosos en cuyos poros se ocluye un liquido. Entre las
numerosas ventajas de este tipo de membranas cabe destacar que la cantidad de
disolvente necesario es minima y que los procesos de extraccidon y recuperacion tienen
lugar en una tunica etapa [5]. Sin embargo, su uso industrial es todavia limitado,
principalmente debido a aspectos relacionados con la estabilidad de las mismas y el
rendimiento a largo plazo [6,7]. Las membranas liquidas soportadas basadas en liquidos
convencionales se acaban deteriorando debido a la evaporacion del liquido, la
disolucién en las fases en contacto, y el desplazamiento del liquido de la estructura
porosa bajo gradientes de presion reducidos (<10 kPa).

El uso de los liquidos i6nicos a temperatura ambiente como fase liquida en SLMs es
particularmente interesante debido a que hace posible la obtencién de membranas
liquidas soportadas mas estables gracias a su cardcter no volatil, a la posibilidad de
minimizar la solubilidad en las fases circundantes mediante la adecuada seleccién del
cation y del anion constituyentes del liquido i6nico [8] y a la alta fuerza capilar asociada
a su elevada 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 ninguna pérdida observable de liquido i6nico a la atmdsfera o a las fases en
contacto. Otras propiedades interesantes de los liquidos i6nicos para ser utilizados en
SLMs son su elevada estabilidad térmica [9], su alta conductividad iénica [9] y su nula
inflamabilidad. Ademads, son capaces de disolver una amplia variedad de compuestos
tanto organicos como inorganicos [10,11] a la vez que son immiscibles con numerosos
compuestos orgédnicos [12] e incluso en algunos casos con agua.
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Recientemente algunos investigadores han descrito procesos de separacion a través de
SLM basadas en liquidos ionicos [8,13-15] en los que se consigue un transporte
selectivo de compuestos organicos tales como alcoholes, cetonas y aminas [14,15].

En este capitulo se ha estudiado el transporte de sustratos y productos de reacciones de
transesterificacion a través de membranas liquidas soportadas basadas en liquidos
i6nicos, con el fin de evaluar la selectividad de la separacién obtenida. En concreto, se
ha analizado el transporte de butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y acido
butirico a través de diferentes membranas poliméricas en las que se han inmovilizado
liquidos i6nicos basados en cationes 1-alquil-3-metilimidazolio (alquil = butil, octil) y
en el anién hexafluorofosfato, evaludndose la influencia tanto del soporte polimérico
como de la naturaleza del liquido i6nico en el comportamiento de la SLM resultante.
Finalmente se ha analizado la estabilidad operacional de las mismas.

7.2. MATERIALES Y METODOS

7.2.1. Membranas vy materiales

En este estudio se han utilizado cinco tipos de membranas poliméricas suministradas
por la empresa Millipore Ibérica S.A. (Madrid, Espana):

- DURAPORE® HVHP 02500

Composicion: Fluoruro de polivinilideno.
Superficie: plana.

Didmetro: 25 mm.

Tamafio medio de poro: 0.45um.

Espesor: 125um.

Porosidad media: 70%.

Caracter hidrofilico/hidrofébico: Hidrofébico.

- MITEX® LCWP 02500

Composicion: Politetrafluoroetileno.
Superficie: plana.

Didmetro: 25 mm.

Tamafio medio de poro: 10um .

Espesor: 130pum.

Porosidad media: 65%.

Car4cter hidrofilico/hidrofébico: Hidrofébico.
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- FLUOROPORE® FHLP 02500

Composicion: Politetrafluoroetileno sobre un soporte de polietileno.
Superficie: plana.

Didmetro: 25 mm.

Tamafio medio de poro: 0.5um.

Espesor: 150um.

Porosidad media: 85%.

Car4cter hidrofilico/hidrofébico: Hidrofébico.

- ISOPORE® HTTP 02500

Composicion: Policarbonato.

Superficie: plana.

Didmetro: 25 mm.

Tamafio medio de poro: 0.4pum.

Espesor: 20um.

Porosidad media: 5-20%.

Car4cter hidrofilico/hidrofébico: Hidrofilico.

- NYLON® HNWP 02500

Composicién: Poliamida.

Superficie: plana.

Didmetro: 25 mm.

Tamafio medio de poro: 0.45 pum.

Espesor: 170 wm.

Car4cter hidrofilico/hidrofébico: Hidrofilico.

Todas ellas son membranas orgdnicas poliméricas microporosas, que atendiendo al
tamaio de sus poros, se pueden clasificar como de poro ancho (didmetro entre 10 nm y
50um).

En la Tabla 7.1 se muestra la resistencia quimica de cada una de las membranas a
n-hexano, el disolvente empleado en el presente estudio.
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Tabla 7.1. Resistencia quimica de las membranas al disolvente organicos utilizado [16].

MEMBRANA n-HEXANO

DURAPORE®
|
ISOPORE® A
MITEX®
|
FLUOROPORE®
|
NYLON®
|
B =Recomendada ; A - aplicaciones limitadas, se recomienda testarla antes de su uso;

@ = No recomendada

Los liquidos i6nicos [bmim*][PFs] y [omim'][PFs] fueron suministrado con una
pureza > 99% por Solvent Innovation GmbH (Colonia, Alemania). Los reactivos
quimicos y disolventes fueron suministrados por Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Madrid,
Espaia) y fueron de la mayor pureza disponible.

Los gases necesarios para el andlisis de las muestras por cromatografia de gases

(hidrégeno, aire sintético y nitrogeno) fueron suministrados por Abell6-Linde S.A.
(Barcelona, Espana).

7.2.2. Preparacion de membranas liquidas soportadas

La inmovilizacién del liquido iénico se llevé a cabo haciendo uso de una célula de
ultrafiltracién Amicon™ de 10 mL. Se coloca la membrana en el interior de ésta y se
afaden 3 mL de liquido i6nico (Figura 7.1). La célula se cierra y se presuriza con
nitrogeno gas a la presidn de aprox. 1.5-2 bar para provocar que el liquido i6nico fluya a
través de los poros de la membrana. Cuando sélo se observa una fina capa de liquido
i6nico sobre la membrana se despresuriza el sistema y se repite el mismo proceso dos
veces mads, reutilizando el liquido idnico, para asegurar que todos los poros estan
ocupados por liquido ya que los liquidos i6nicos usados son bastante Vviscosos.
Finalmente se extrae la membrana y se deja que gotee durante doce horas para eliminar
el exceso de liquido i6nico no inmovilizado presente en la superficie de la misma.
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Gas inerte presurizador

Valvula de presién
AP= 2bar Sistema Amicon 8400

i

Paleta agitadora

Membrana de ultrafiltracion

o00g

—¥ Permeado

Figura 7.1. Esquema del equipo para el soporte del liquido iénico en las membranas a presion.

7.2.3. Estudios de transporte

Los estudios de transporte se llevaron a cabo a 30 °C en una célula de difusién de vidrio
con dos compartimentos independientes, de 30 mL cada uno, separados por la
membrana liquida soportada. En la Figura 7.2 se muestra una ilustracién esquematica
de la célula de difusion.

-

1
Fase —] :> Fase
alimentacién receptora
[—
— —
[4 o] | o]

Figura 7.2. Ilustracién esquemadtica de la célula de difusion usada en los ensayos: 1) fase alimentacién
que contiene los compuestos; 2) fase receptora que contiene n-hexano; 3) membrana liquida soportada;
4) agitador magnético; 5) septum.
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Los compartimentos se unen entre si a través de una tuerca, en cuyo interior se coloca la
membrana, quedando sujeta entre dichos compartimentos mediante juntas, que impiden
que haya fuga alguna o que pase disolucion de un compartimento a otro. Ademas, estos
compartimentos van provistos de tapones roscados con un orificio central en el que se
coloca un septum de silicona/PTFE para llevar a cabo la toma de muestras sin abrir el
sistema, evitando de este modo la evaporacion de los compuestos y del
n-hexano(Figura 7.3).

Figura 7.3. Distintas vistas de la célula de difusion utilizada en los ensayos de transporte.

A continuacion se muestra la célula de difusion desmontada observandose las distintas
piezas que la componen (Figura 7.4).

I li L} .
Ny ik

&

QFe

Figura 7.4. Piezas de la célula de difusion.
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En todos los ensayos, la concentracion inicial de los compuestos en la fase alimentacion
fue de 100mM en n-hexano. En la fase receptora se coloc6 n-hexano puro en todos los
casos. El ensayo de transporte comienza con la adicién de 30 mL de cada una de estas
disoluciones en sus respectivos compartimentos. Ambos compartimentos son agitados
mecdnicamente para evitar condiciones de polarizacién por concentracién en las
interfases de la membrana. El dispositivo experimental se muestra en la Figura 7.4.

Figura 7.4. Dispositivo experimental.

Peridédicamente se toman muestras de 100 pL. de ambos compartimentos con una
microjeringa durante 48 horas, para seguir la evolucién del transporte de los
compuestos. A los viales de las muestras se afiaden una disolucion en n-hexano de
acetato de butilo (estdndar interno) (100 puL, 60 mM) y n-hexano (800 puL) y 5 uL de la
disolucion resultante se analiza por cromatografia de gases, como se describe en el
apartado 7.2.5.

7.2.4. Determinacion de los coeficientes de reparto de los compuestos entre liguido
ionico y n-hexano

Los coeficientes de reparto de los compuestos entre los liquidos i6nicos y n-hexano se
determinaron mediante el método de agitacion rapida (shake-flask method). Para ello en
distintos viales se ponen en contacto volumenes iguales (1 mL) de liquido i6nico y de
una disolucién de cada uno de los compuestos en n-hexano, se agitan vigorosamente
con un vortex y se introducen en un bafio termostatado a 30° C donde se mantiene hasta
alcanzar el equilibrio (30 minutos). La composicién de la fase orgdnica antes y después
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de ponerse en contacto con la fase liquido i6nico se analiza por cromatografia de gases
como se describe en el apartado 7.2.5. Para calcular los coeficientes de reparto de los
distintos compuestos entre el liquido i6nico y n-hexano se utiliza la siguiente expresion:

K = [—CH(OC)—CH(,)) (7.1)
H(t)

donde Cr) y Chy) son las concentraciones medidas de soluto en la fase hexano antes y
después del proceso de extraccidn, respectivamente.

7.2.5. Analisis cromatografico

El andlisis de las muestras se lleva a cabo por cromatografia de gases en un
cromatégrafo Agilent 6890 N equipado con un detector de ionizacién en llama (FID),
un inyector automdtico de muestras y una columna capilar Nukol™ (15m X 0.53mm X
0.5um) de Supelco, utilizando acetato de butilo como estdndar interno. En todos los
casos, la temperatura en el inyector se fij6 en 190 °C, se trabaj6 con presion constante
de 1.89 psi (51 cm /s flujo lineal) en la cabeza de la columna y la relacion de split de
7:9. En el detector, la temperatura fue de 220 °C y los caudal de gases en el mismo de
400 ml/min de aire sintético, 30 ml/min de hidrégeno y 20 ml/min de nitrégeno.
El perfil de temperatura es el siguiente: 40 °C, 1 min; 15 °C/min, 95 °C; 35 °C/min,
160°C; 2 min, 160 °C.

Los tiempos de retencion de los compuestos son los siguientes: butirato de vinilo, 2.596
min.; acetato de butilo (estandar interno), 2.981min.; 1-butanol, 3.712 min.; butirato de

butilo, 4.430 min.; acido butirico, 7.339 min.

Las concentraciones de los compuestos se calcularon a partir de las pendientes de rectas
de calibrado obtenidas para los mismos, las cuales se mostraron en la Tabla 4.4.
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7.2.6. Calculo de la permeabilidad de los compuestos a través de membranas
liquidas soportadas

El transporte de compuestos se analizd a través del pardmetro de permeabilidad.
La Figura 7.5 muestra el perfil de concentracién de un compuesto que es transportado
en sentido contrario a su gradiente de concentracion. No se han considerado condiciones
de polarizacién por concentracién en las interfases de la membrana ya que ambos
compartimentos fueron rigurosamente agitados.

FASE ALIMENTACION SLM FASE RECEPTORA

G

Y e—

Figura 7.5. Ilustracion esquemadtica del perfil de concentracién de un soluto en un proceso basado en
membranas liquidas soportadas.

Bajo estas hipétesis, el proceso de transporte del soluto desde la fase alimentacion hasta
la fase receptora implica cinco etapas:

1.- Conveccion forzada desde el seno de la fase alimentacién hasta la interfase
alimentacion-membrana.

2.- Reparto de los sustratos entre el n-hexano de la fase alimentacion (Cy) y el liquido
i6nico inmovilizado en la membrana organica (Cp).

3.- Difusién a través de la membrana liquida bajo la accion del gradiente de
concentracion hasta la interfase membrana-fase receptora.

4.- Reparto de los sustratos entre el liquido i6nico inmovilizado en la membrana
organica (C,;) y el hexano de la fase receptora (C,).

5.- Conveccion forzada desde la interfase membrana-fase receptora al seno de la fase
receptora.

Considerando que no hay acumulacién de los solutos en el interior de la membrana
liquida, la ecuacién que describe el proceso completo de permeacion es la siguiente:
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J= - P(C,—Cy) (7.2)

donde J es el flujo mésico de soluto, P es la permeabilidad del soluto a través de la
membrana y C, y Cr son las concentraciones de soluto en la fase receptora y en la fase
alimentacidn, respectivamente.

Dado que el flujo puede ser alternativamente expresado como el niimero de moles de
soluto transportados por unidad de superficie de la membrana (A) y por unidad de
tiempo, la ecuacion (7.2) puede reescribirse como:

dN,

= PAC-C) (7.3)

donde N, son los moles de soluto presentes en el compartimento receptor. Este término
puede ser expresado en términos de la concentracion de soluto como:

N,=C,-V, (7.4)

donde V, es el volumen de la fase receptora. Teniendo en cuenta que los volumenes de
las fases alimentacion y receptora son iguales y se mantienen constantes a lo largo del
ensayo (V.= V= V), la ecuacion (3.7) puede ser expresada como:

PA(C.-C
ac, _ PAC,-C,) (7.5)
dt %4

Dado que el flujo de soluto es elevado, la concentracion de soluto en la fase receptora
(C)) no es despreciable frente a la concentracion en la fase alimentacion (Cy). Entonces,
(Cr — Cy) puede ser calculada usando la ecuacion (7.6) donde Cy es la concentracién
inicial de soluto en la fase alimentacion:

Ci= G- C y (C-Cp=2C.-GCy (7.6)

Combinando las ecuaciones (7.5) y (7.6) obtenemos la ecuacion (7.7):

ac,  _ P4, (7.7)
2c -C,) v

La ecuacion (7.7) puede ser analiticamente resuelta con la siguiente condicion inicial:

t=0,C=0
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y de contorno:

La integracion de ambos términos de la ecuacién (7.7) da lugar a la ecuacion (7.8):

h{(co - 2C, )} _-2PA 78)
C, v

que muestra que e [n [(Cyp-2 C,)/ Cyp ] es una funcién lineal de 7. El valor de la
permeabilidad para un soluto dado se calcula mediante la ecuacién (7.9), de la pendiente
m de la representacion de In [ (Cyp-2 C,)/ Cy ] frente a t:

p__mV
P = o (7.9)

7.3. RESULTADOS Y DISCUSION

7.3.1. Seleccion de la membrana polimérica

En primer lugar se estudié la permeabilidad de cuatro compuestos implicados en una
reaccion de transesterificacion (butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y dcido
butirico) a través de membranas liquidas soportadas basadas en el liquido i6nico 1-butil-
3-metilimidazolio hexafluorofosfato ([bmim*][PFs]) inmovilizado en cinco membranas
organicas poliméricas diferentes: Fluoropore, Mitex, Durapore, Isopore y Nylon.
El objetivo fue evaluar el efecto de la naturaleza de la membrana polimérica soporte en
la permeabilidad y selectividad de las SLMs basadas en [bmim*][PFs]. Se realizaron
también ensayos de transporte con las membranas poliméricas sin liquido iénico
inmovilizado.

Se siguié la evolucién de las concentraciones experimentales de butirato de vinilo,
1-butanol, butirato de butilo y dcido butirico en las fases alimentacién y receptora a lo
largo de 48 horas, utilizdndose las concentraciones de la fase receptora para calcular las
permeabilidades individuales de los compuestos (P ). En la Figura 7.6 se muestra el
perfil de concentraciones en los compartimentos alimentacién y receptor cuando se
utiliz6 la membrana de Nylon con [bmim*][PFs ] soportado.
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Figura 7.6. Perfiles de concentracién de butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y dcido butirico
a través de la membrana de Nylon con [bmim"][PFg] soportado en la fase alimentacién (superindice f) y
receptora(superindice r)

Los valores de permeabilidad de obtuvieron de las pendientes de las representaciones de
In [ (Co-2 C,)/ Cy ] para cada compuesto frente a ¢ usando la ecuacién (7.9). A titulo de
ejemplo, en la Figura 7.7 se muestran las representaciones graficas usadas para el
célculo de las permeabilidades de los compuestos a través de la membrana de Nylon
con [bmim*][PFs] soportado. El resto de perfiles se encuentran recogidos en el Anexo
II (Figuras 13.45 a 13.84).
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Ln[(C,-2Cr)/C,]

Butirato de vinilo
1-Butanol
Butirato de butilo
Acido butirico

S >Oo

-0.4 T T T T
0 5 10 15 20 25

tiempo (h)

Figura 7.7. Representacion grafica de In[(Cy-2C,)/Cy] frente a ¢ para el transporte de butirato de vinilo,
1-butanol, butirato de butilo y é4cido butirico a través de la membrana de Nylon con [bmim'][PF]
soportado.

Los valores de permeabilidad para cada compuesto a través de las diferentes membranas
con y sin liquido iénico inmovilizado se recogen en la Tabla 7.3.
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Tabla 7.3. Permeabilidades de butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y 4cido butirico a través de
las membranas poliméricas objeto de estudio, con y sin [bmim*][PF¢] soportado.

Permeabilidad x 10 *(cm/s)

Membrana Butirato de | 1-Butanol Butirato de | Acido butirico
vinilo butilo

Fluoropore 466.2 516.2 486.3 377.3
Fluoropore con [bmim*][PF¢’] 190.7 159.0 200.8 200.8
Mitex 261.3 237.1 228.3 225.2
Mitex con [bmim*][PF4] 246.0 206.3 200.8 156.7
Durapore 3353 325.5 420.8 461.8
Durapore con [bmim*][PFg] 25.5 64.2 20.3 30.5
Isopore 436.7 598.5 472.0 703.3
Isopore con [bmim*][PF] 92.3 88.8 24.3 122.2
Nylon 294.5 275.2 323.2 296.8
Nylon con [bmim*][PFg] 3.75 14.7 0.9 6.6

Los valores de permeabilidad obtenidos en membranas sin liquido i6nico inmovilizado
fueron significativamente mayores que los obtenidos con membranas liquidas
soportadas. Esto puede ser explicado por el hecho de que las membranas liquidas
introducen una resistencia adicional a la transferencia de materia en el transporte de los
compuestos.

Ademads, como puede ser observado en la Tabla 7.3, en las membranas poliméricas sin
liquido 16nico soportado no se encontraron diferencias apreciables entre las
permeabilidades de los diferentes compuestos, por lo que estas membranas no son
adecuadas para ser utilizadas en la separacion selectiva de los compuestos de interés. La
situacién cambia drasticamente cuando se inmoviliza [bmim*][PFs] en las membranas
poliméricas, en cuyo caso los compuestos mostraron diferencias notables de
permeabilidad debido a que el liquido i6nico ofrece una resistencia a la transferencia de
materia diferente para cada compuesto.

Con el fin de establecer un criterio numérico para comparar la capacidad de las
diferentes membranas de separar los compuestos de interés se ha introducido un nuevo
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pardmetro al que denominamos permeoselectividad media de la membrana (rP),
definido como:

rP=— con rP;>1 (7.10)

siendo rP; la permeoselectividad que muestra la membrana al transporte de dos
compuestos (p.e. 1-butanol y butirato de butilo) y n el niimero de parejas posibles entre
los diferentes compuestos. rP; se expresa como el cociente de las permeabilidades
individuales de dos compuestos:

P = (7.11)

ERY

La permeoselectividad media de la membrana es un reflejo de la eficacia de la
membrana en la separacion de los compuestos de interés. Asi, cuanto mayor sea el valor

de rP mayor serd la selectividad de la membrana para separacién de los compuestos.
Valores de rP cercanos a 1 significan que las membranas no son adecuadas para la

separacién selectiva. En la Tabla 7.4 se recogen los valores de rP para las diferentes
membranas liquidas soportadas.

Tabla 7.4. Permeoselectividades medias de la membranas liquidas soportadas estudiadas basadas en
[bmim"][PFq]

SLM rP
Fluoropore 1.02
Mitex 1.01
Durapore 1.03
Isopore 1.05
Nylon 1.04
Fluoropore con [bmim*][PF,’] 1.14
Mitex con [bmim*][PF;’] 1.27
Durapore con [bmim*][PFy’] 1.95
Isopore con [bmim*][PF¢’] 2.70
Nylon con [bmim*][PF¢] 6.07
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Como se puede observar en esta Tabla 7.4, ninguna de las membranas organicas
poliméricas sin liquido i6nico inmovilizado podria utilizarse para la separacion selectiva
de los compuestos de interés. Sin embargo, la inmovilizacién del liquido i6nico resulté
en un aumento de la selectividad de la separacion, especialmente notable cuando se
utilizaron las membranas de Nylon e Isopore como membranas orgdnicas soporte. Para
las membranas de Fluoropore y Mitex, la eficacia de la separacidon obtenida fue baja,
mientras que Durapore mostré una eficacia de separacion ligeramente superior a las dos
membranas anteriores. Teniendo en cuenta el cardcter hidrofébico/hidrofilico de las
membranas poliméricas estudiadas, se puede concluir que los mejores resultados se
obtuvieron cuando se inmovilizé [bmim*][PFs] en membranas de naturaleza hidrofilica
(Nylon e Isopore). Esto puede ser explicado por el hecho de que las interacciones entre
los iones constituyentes del liquido idnico y las membranas orgdnicas hidrofilicas
podrian ser mayores que cuando se utilizan membranas hidrofébicas, lo cual haria
posible una inmovilizacién del liquido i6nico més eficiente en las primeras.

Dado que se observé que la membrana de Nylon era la membrana polimérica mas
adecuada, fue ésta la membrana seleccionada para posteriores estudios.

7.3.2. Efecto de la fase liquida soportada

En segundo lugar se estudié la permeabilidad de butirato de vinilo, 1-butanol, butirato
de butilo y 4cido butirico a través de membranas liquidas soportadas basadas en los
liquidos i6nicos [bmim*][PFs] y [omim*][PF¢], utilizando como membrana polimérica
soporte la membrana de Nylon, con el fin de investigar la influencia de la membrana
i6nica liquida en el transporte de los compuestos.

Las representaciones gréficas para el calculo de permeabilidades de los compuestos a
través de la membrana de Nylon con [omim*][PFs] soportado se encuentran recogidas
en el Anexo III (Figuras 13.85 a 13.88). La Figura 7.8 ilustra el perfil de
concentraciones para butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y 4cido butirico en
el compartimento receptor cuando se utilizé la membrana de Nylon sin liquido i6nico
(A), con [bmim*][PFg7] soportado (B) y con [omim*][PF¢] soportado (C).
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Figura 7.8 Perfil de concentraciones de los compuestos en el compartimento receptor: Nylon sin liquido
iénico (A), con [bmim*][PFs7] soportado (B) y con [omim*][PF soportado (C).
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Como queda reflejado en las representaciones graficas anteriores, se observan
diferencias significativas de permeabilidad entre los distintos compuestos (butirato de
vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y 4cido butirico) cuando se utilizan los liquidos
i6nicos como fases liquidas soportadas.

Se determinaron las permeoselectividades medias de ambas membranas liquidas
soportadas obteniéndose un valor mds elevado para la membrana de Nylon con
[bmim*][PFs] (6.07) en relacién a la membrana de Nylon con [omim*][PFs] (2.78), lo
que confirma el mejor comportamiento de la SLM basada en [bmim*][PFs] para la
separacion selectiva de los compuestos objeto de estudio.

Para entender el mecanismo molecular implicado en el fendmeno de transporte a través
de SLM se determinaron los coeficientes de reparto de los diferentes compuestos entre
los liquidos i6nicos y n-hexano (Tabla 7.5).

Tabla 7.5. Coeficientes de reparto de butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y 4cido butirico
entre los liquidos i6nicos, [bmim][PFs] y [omim*][PFs], y n-hexano

Butirato de 1-Butanol Butirato de Acido
vinilo butilo butirico
[bmim*][PFg] 0.47 2.46 0.17 1.12
[omim*][PF] 0.68 3.63 0.35 1.57

Los compuestos con un elevado valor de K se absorbieron mds fuertemente en los
liquidos i6nicos.

Como se puede observar en la Figura 7.9, los valores de permeabilidad fueron mayores
cuando se utilizé la membrana de Nylon con [omim"][PFs ] soportado. Esto podria ser
explicado por el hecho de que los coeficientes de reparto IL/hexano (K) de los
diferentes compuestos fueron mayores para este liquido i6nico.
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Figura 7.9. Comparacién de las permeabilidades de butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y
4cido butirico a través de SLMs basadas en la membrana de Nylon con [bmim'][PFs] y [omim*][PFq]
soportado, respectivamente.

Comparando los valores de K y P para la misma SLM, se puede observar que el
aumento de los valores de K de los distintos compuestos coincide con el aumento

observado de los valores de P de los mismos. Se puede por tanto concluir que el
transporte estd principalmente regulado por la afinidad del liquido i6nico por cada
compuesto. Otros autores también han observado un comportamiento similar. Asi,
Branco et al.[14] sugirieron que la alta selectividad en el transporte de una mezcla de
aminas isoméricas orgdnicas obtenida usando SLMs basadas en un liquidos iénicos
podia ser explicada por la afinidad de cada amina hacia el liquido i6nico.

La relacién establecida entre P y K sugiere que la capacidad de una membrana dada
para separar los compuestos de interés podria ser estimada de manera simple evaluando
los coeficientes de reparto de cada compuesto entre la fase alimentacion/receptora y la
fase liquida soportada en la membrana.

7.3.3. Estabilidad operacional de las membranas liquidas soportadas

La estabilidad operacional de las membranas liquidas soportadas es una de las mayores
limitaciones de esta técnica de separacion [17]. Por lo tanto, es fundamental analizar la
estabilidad operacional de la membrana de Nylon con [bmim*][PFs] vy
[omim*][PFs] soportado. Para ello, se realizaron ocho ciclos de operacién consecutivos
de 48 horas cada uno con la misma SLM, usando en cada ciclo disoluciones de
n-hexano nuevas en los dos compartimentos.
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La Figura 7.10 muestra la evolucién de los valores de permeoselectividad media de
ambas membranas con el nimero de ciclos de operacion. Se observa claramente en la
figura que los valores de permeoselectividad media de ambas membranas permanecen
practicamente constantes (dentro del error experimental) durante el transcurso de los
ocho ciclos de operacion.
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Figura 7.10. Estabilidad operacional de SLMs basadas en la membrana de Nylon con [bmim*][PFs] y
[omim*][PF] soportado durante ocho ciclos consecutivos de operacién de 48 horas cada uno.

Esta observacién nos permite concluir que, bajo las condiciones experimentales
utilizadas, la pérdida de liquido i6nico de la SLM es insignificante, demostrando asi la
alta estabilidad operacional de las SLMs en estudio, las cuales permitirian llevar a cabo
procesos de separacion selectiva de sustratos y productos de reacciones de
transesterificaciéon con rendimientos altos a largo plazo. Otros autores han observado
también una alta estabilidad operacional en SLMs basadas en liquidos i6nicos utilizando
agua como fase alimentacion y receptora [17-19].
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7.4. CONCLUSIONES

Se ha analizado el transporte de los sustratos y productos de una reaccion de
transesterificacion, en concreto de butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y
acido butirico, a través de SLMs basadas en liquidos i6nicos. En primer lugar se estudié
la permeabilidad de los compuestos de interés a través de SLMs basadas en el liquido
ioénico [bmim*][PF¢] inmovilizado en cinco membranas poliméricas, observandose que
las membranas de naturaleza hidrofilica llevaban a cabo la separacién de estos
compuestos de forma mas selectiva. La membrana de Nylon resulté la mas adecuada
para llevar a cabo esta separacion. Se analiz6 entonces el transporte de los compuestos
de interés utilizando [omim*][PFs] como fase soportada en la membrana de Nylon,
resultando esta membrana mds permeable pero menos selectiva que su andloga con
[bmim"][PFs ] inmovilizado.

Se ha comprobado que el aumento de los valores de permeabilidad de los compuestos a
través de las SLMs estd asociado al aumento de los coeficientes de reparto de los
mismos entre el liquido i6nico y n-hexano, lo que permite concluir que el transporte a
través de SLMs basadas en liquidos i6nicos estéd principalmente regulado por la afinidad
del liquido i6nico hacia cada compuesto. Las membranas convencionales utilizadas en
la industria farmaceutica separan los compuestos por tamafio molecular, no siendo
capaces de hacerlo por grupo funcional. La gran ventaja de las SLMs obtenidas en este
trabajo es que permiten la separacion selectiva de los compuestos en base a su grupo
funcional, como estd actualmente demandando la industria de quimica fina.

Finalmente, se ha analizado la estabilidad operacional de las SLMs obtenidas,
observandose un excelente comportamiento operacional de las mismas.

Por todo lo anterior, los resultados de este estudio sugieren la posibilidad de incorporar
las SLMs obtenidas en futuros procesos de reaccién/separacion.
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7.5. NOMENCLATURA

K Coeficiente de reparto IL/hexano (adimensional).
Vu volumen de la fase hexano (mL).
Vi volumen de la fase liquido i6nico (mL).

Cu@ concentracién de soluto en la fase hexano antes del proceso de extraccién (mol - L™).
Cunuy  concentracion de soluto en la fase hexano después del proceso de extraccién (mol - L'l).

J flujo mésico de soluto (mol- cm 2. s™).

P permeabilidad de la membrana a un compuesto (cm - s).
P, permeabilidad de la membrana al compuesto A (cm - s).

Py permeabilidad de la membrana al compuesto B (cm - s™).

(o concentracién de soluto en la fase alimentacién (mol - L™).

C, concentracion de soluto en la fase receptora (mol - L.

N, moles de soluto en la fase receptora (mol).

A drea de la membrana (cmz).

t tiempo (s).

Ve volumen de la fase alimentacién (mL).

V. volumen de la fase receptora (mL).

\% volumen de los compartimentos (mL).

Co concentracién inicial de soluto en la fase alimentacién (mol - L™).

rP; permeoselectividad de la membrana al transporte de dos compuestos (adimensional).

rP permeoselectividad media de la membrana (adimensional).
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8. Estudio del mecanismo de transporte de compuestos a través de SLMs basadas en ILs

8. ESTUDIO DEL MECANISMO DE TRANSPORTE DE SUSTRATOS Y
PRODUCTOS DE REACCIONES DE TRANSESTERIFICACION A TRAVES
DE MEMBRANAS LIQUIDAS SOPORTADAS BASADAS EN LIQUIDOS
IONICOS

8.1. INTRODUCCION

En el capitulo anterior se mostré el enorme potencial que las membranas liquidas
soportadas (SLMs) basadas en liquidos i6nicos (ILs) presentan en la separacidon
selectiva de los sustratos y productos de una reaccion de transesterificacion (butirato de
vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y 4dcido butirico). Ademas, se observé una relacién
entre los valores de permeabilidad de los diferentes compuestos a través de las SLMs y
los coeficientes de reparto de éstos entre las fases alimentacion/receptora y los liquidos
i6nicos inmovilizados en la membrana polimérica. Esta observacion constituy6 la base
para profundizar en el estudio del mecanismo molecular implicado en el fendmeno de
transporte a través de SLMs basadas en ILs.

Con este fin, se ha analizado la permeabilidad de dieciséis compuestos orgédnicos
implicados en reacciones de transesterificacion (ésteres vinilicos, alcoholes, ésteres
alquilicos y 4cidos carboxilicos) a través de membranas de poliamida (Nylon) con los
liquidos iénicos [bmim*][PFs] y [omim'][PFs] inmovilizados, prestando especial
atencion a la influencia de la longitud de cadena y del grupo funcional de estos
compuestos en sus valores de permeabilidad. Ademds, se han determinado los
coeficientes de reparto de los compuestos entre los liquidos i6nicos y la fase
alimentacion/receptora (n-hexano) y se ha establecido una relacién matemaética entre
este parametro y la permeabilidad de los mismos.

8.2. MATERIALES Y METODOS

8.2.1. Membranas v materiales

En este estudio se ha utilizado como membrana polimérica soporte una membrana
hidrofilica plana de poliamida (NYLON® HNWP 02500) de 25 mm de didmetro
suministrada por la empresa Millipore Ibérica S.A. (Madrid, Espafa). El tamafio medio
de poro es de 0.45 um y el espesor de la membrana de 170 pm.
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Los liquidos i6nicos [bmim*][PFs] y [omim"][PFs] fueron suministrado con una
pureza > 99% por Solvent Innovation GmbH (Colonia, Alemania). Los reactivos
quimicos y disolventes fueron suministrados por Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Madrid,
Espaia) y fueron de la mayor pureza disponible.

Los reactivos quimicos y disolventes fueron suministrados por Sigma-Aldrich Quimica
S.A. (Madrid, Espaiia) y fueron de la mayor pureza disponible.

Los gases necesarios para el andlisis de las muestras por cromatografia de gases

(hidrégeno, aire sintético y nitrogeno) fueron suministrados por Abell6-Linde S.A.
(Barcelona, Espana).

8.2.2. Preparacion de membranas liquidas soportadas

La inmovilizacién del liquido i6nico se llevo a cabo haciendo uso de una célula de
ultrafiltracién Amicon™" de 10 mL, describiéndose en detalle el procedimiento de
preparacion en el apartado 7.2.2.

8.2.3. Estudios de transporte

Los estudios de transporte se llevaron a cabo a 30 °C en una célula de difusiéon de vidrio
con dos compartimentos independientes, de 30 mL cada uno, separados por la
membrana liquida soportada. Los detalles del procedimiento experimental se encuentran
recogidos en el apartado 7.2.3

El transporte de los compuestos se analizé a través del pardmetro permeabilidad (P ), el
cual se calculé mediante la ecuacion (8.1), de la pendiente de la representacién gréfica
de In [ (Cyp-2 C,)/ Cy ] frente a t (deduccioén en el apartado 7.2.6).

ln[(CO- 2C, )} _-2PA, ®.1)

C, %

siendo Cj la concentracién inicial de soluto en la fase alimentacién (mol - L'l), C,esla
concentracion de soluto en la fase receptora (mol - L'l), A es el area de la membrana
(sz) y Ves el volumen de los compartimentos (mL).
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8.2.4. Determinacion de los coeficientes de reparto de los compuestos entre liquido
ionico y n-hexano

Los coeficientes de reparto de los compuestos entre los liquidos i6nicos y n-hexano se
determinaron mediante el método de agitacion rdpida (shake-flask method),
describiéndose en detalle el procedimiento experimental en el apartado 7.2.4.

Para calcular los coeficientes de reparto de los distintos compuestos entre el liquido
i6nico y n-hexano se utiliza la siguiente expresion:

K = [—CH(OC) ‘Cﬂw) (8.2)
H(t)

donde Cr) y Chyy son las concentraciones medidas de soluto en la fase hexano antes y
después del proceso de extraccidn, respectivamente.

8.2.5. Analisis cromatografico

El anélisis de las muestras se lleva a cabo por cromatografia de gases en un
cromatégrafo Agilent 6890 N equipado con un detector de ionizacién en llama (FID),
un inyector automdtico de muestras y una columna capilar Nukol™ (15m X 0.53mm X
0.5um) de Supelco.

Se trabaja a presion constante y con relacién de split de 7.9:1. En el detector, la
temperatura es de 220° C y los caudales de gases en fueron de 400 mL/min de aire
sintético, 30 mL/min de hidrégeno y 20mL/min de nitrégeno. Estas condiciones se han
mantenido constantes para todos los andlisis realizados. La presion en la cabeza de la
columna y la temperatura de la columna se programaron en todos los casos para
conseguir la correcta separacion de los picos de los distintos componentes de las
muestras.

Se obtuvieron rectas de calibrado de cada uno de los compuestos representando la
relacion de concentracidon de cada compuesto y del estdndar interno frente a la relacion
de dreas de los mismos. Las concentraciones de los compuestos se calcularon a partir de
las pendientes de rectas de calibrado obtenidas para los mismos.

A continuacién se exponen los perfiles de temperatura, los tiempos de retencion y las
pendientes de las rectas de calibrado para cada uno de los sistemas estudiados.
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Sistema 1: Acetato de vinilo, metanol, acetato de metilo y dcido acético

Se trabaja con presion constante de 1 psi en la cabeza de la columna. La velocidad
lineal en la columna fue de 23 cm/s.

El perfil de temperatura es el siguiente: 25 °C, 4 min; 20 °C/min, 190 °C.

En la Figura 8.2 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.
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Figura 8.2. Cromatograma del sistema: acetato de vinilo, metanol, acetato de metilo y 4cido acético.
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Los tiempos de retenciéon de los compuestos son los siguientes: acetato de metilo,
2.990 min.; acetato de vinilo, 2.549 min.; metanol, 2.902 min.; propionato de etilo
(estandar interno), 3.513 min.; acido acético, 10.921 min.

En la Tabla 8.1 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado para
este sistema.
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Tabla 8.1. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema: acetato de vinilo, metanol, acetato de
metilo y 4cido acético.

Compuesto m = pendiente
ACETATO VINILO 1.849
CH3;COOCH=CH;
METANOL
CH.OH 6.5901
ACETATO METILO
CH3;COOCH; 30723
ACIDO ACETICO
CH;COOH 3761

Sistema 2: Propionato de vinilo, 1-propanol, propionato de metilo y dcido propionico

Se trabaja con presion constante de 1.50 psi en la cabeza de la columna. La velocidad
lineal en la columna fue de 33 cm/s.

El perfil de temperatura es el siguiente: 30 °C, 4 min; 7 °C/min, 135 °C.

En la Figura 8.3 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.
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Figura 8.3. Cromatograma del sistema: propionato de vinilo, 1-propanol, propionato de metilo,
acido propidnico.
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Los tiempos de retencién de los compuestos son los siguientes: propionato de metilo,
2.468 min.; propionato de vinilo, 3.377 min.; 1-propanol, 5.463 min.; propionato de
butilo(estandar interno), 7.944 min.; dcido propidnico, 17.436 min.

En la Tabla 8.2 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado para
este sistema.

Tabla 8.2. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema: propionato de vinilo, 1-propanol, propionato
de metilo y 4cido propidnico.

Compuesto m = pendiente
PROPIONATO VINILO 18361
CH;CH,COOCH=CH, .
1-PROPANOL
CH;(CH,),0H 23212
PROPIONATO
METILO 2.5577
CH;CH,COOCH;
ACIDO PROPIONICO
CH;CH,COOH 2.6221

Sistema 3: Butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y dcido butirico

Se trabajé con presion constante de 1.89 psi en la cabeza de la columna. La velocidad
lineal en la columna fue de 51 cm/s.

El perfil de temperatura fue el siguiente: 40 °C, 1 min; 15 °C/min, 95 °C; 35 °C/min,
160°C; 2 min, 160 °C.

Los tiempos de retencidon de los compuestos fueron los siguientes: butirato de vinilo,

2.596 min.; acetato de butilo (estandar interno), 2.981min.; 1-butanol, 3.712 min.;
butirato de butilo, 4.430 min.; acido butirico, 7.339 min.

Las concentraciones de los compuestos se calcularon a partir de las pendientes de rectas
de calibrado obtenidas para los mismos, las cuales se mostraron en la Tabla 4.4.
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Sistema 4: Laurato de vinilo, 1-octanol, decanoato de etilo y dcido laiirico

Se trabaja con presion constante de 2.50 psi en la cabeza de la columna. La velocidad
lineal en la columna fue de 54 cm/s.

El perfil de temperatura fue el siguiente: 40 °C, 0 min; 15 °C/min, 170°C; 170 °C,
9 min.

En la Figura 8.4 se recoge un cromatograma tipico obtenido para este sistema.

Figura 8.4. Cromatograma del sistema: laurato de vinilo, 1-octanol, decanoato de etilo y dcido latrico.
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Los tiempos de retencién de los compuestos son los siguientes: hexanoato de etilo
(estandar interno), 3.266 min.; 1-octanol, 6.136 min.; decanoato de etilo, 6.757 min.;
laurato de vinilo, 8.334 min.; dcido ladrico, 22.484 min.

En la Tabla 8.4 se muestran los valores de las pendientes de las rectas de calibrado para
este sistema.
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Tabla 8.4. Pendientes de las rectas de calibrado del sistema: laurato de vinilo, 1-octanol, decanoato de
etilo y 4cido ladrico.

Compuesto m = pendiente
LAURATO VINILO 0.4911
CH3(CH);0COOCH=CH, °
OCTANOL
CH;(CH,)70H 0.8348
ETIL DECANOATO 0.5791
CH;3(CH,)sCOOCH,CH; .
ACIDO LAURICO 0.5562

CH;(CH),0)COOH

8.3. RESULTADOS Y DISCUSION

8.3.1. Estudios de transporte

Se estudié la permeabilidad de dieciséis compuestos implicados en reacciones de
transesterificacion (ésteres vinilicos, alcoholes, ésteres alquilicos y dcidos carboxilicos)
a través de membranas liquidas soportadas basadas en la membrana de Nylon con los
liquidos i6nicos 1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato, [bmim*][PFs], y 1-octil-
3-metilimidazolio hexafluorofosfato, [omim*][PFs], inmovilizados. Se seleccioné la
membrana de Nylon como membrana soporte ya que, como se mostrd en el capitulo
anterior, esta membrana fue la mas adecuada entre las estudiadas. También se llevaron a
cabo ensayos de transporte de los compuestos a través de la membrana de Nylon sin
liquido i6nico soportado.

Se sigui6 la evolucidn de las concentraciones experimentales de los compuestos en las
fases alimentacion y receptora a lo largo de 48 horas, y se utilizaron las concentraciones
de la fase receptora para calcular las permeabilidades individuales de los compuestos

(P). Asi, los valores de permeabilidad se obtuvieron de las pendientes de las
representaciones de In [ (Cp-2 C,)/ Cy ] para cada compuesto frente a ¢ usando la
ecuacion (8.1). A titulo de ejemplo, en la Figura 8.5 se muestran las representaciones
gréaficas usadas para el cdlculo de las permeabilidades de butirato de vinilo, 1-butanol,
butirato de butilo y 4cido butirico a través de la membrana de Nylon con [omim™][PF¢]
soportado. El resto de perfiles se encuentran recogidos en el Anexo III (Figuras 13.61 a
13.64, 13.81 a 13.124).
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Figura 8.5. Representacion grafica de In[(Cy-2C,)/C,] frente a t para el transporte de butirato de vinilo,
1-butanol, butirato de butilo y 4cido butirico a través de la membrana de Nylon con [omim"][PFs]
soportado.

Los valores de permeabilidad para cada compuesto a través de las diferentes membranas
con y sin liquido iénico inmovilizado se recogen en la Tabla 8.5.
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Tabla 8.5. Permeabilidad de dieciséis compuestos organicos (ésteres vinilicos, alcoholes, ésteres alquilicos
y dcidos carboxilicos) a través de la membrana de Nylon sin liquido idnico inmovilizado y con los
liquidos i6nicos [bmim*][PFs7] y [omim"][PFs ] inmovilizados.

Permeabilidad de los compuestos x 10 ®(cm/s)

Compuestos Nylon sin Nylon con Nylon con
liquido i6nico [bmim*][PFg] [omim*][PF4]
Acetato de vinilo (C;HgO,) 592.5 39.9 49.8
Propionato de vinilo (CsHgO,) 504.2 7.9 16.9
Butirato de vinilo (C4H;(0,) 294.5 3.8 10.2
Laurato de vinilo (C,4H,60,) 293.0 1.9 0.5
Acetato de metilo (C3Hs0,) 756.5 57.5 72.0
Propionato de metilo (C,HgO,) 582.4 12.8 25.7
Butirato de butilo (CgH;402) 323.2 0.9 4.2
Decanoato de etilo (C;,H,40,) 289.0 1.8 0.8
Metanol (C,H,0) 376.1 251.8 178.5
1-Propanol (C;HgO) 444.2 29.3 37.3
1-Butanol (C4H;,0) 275.3 14.7 24.5
1-Octanol (CgH;30) 226.6 3.8 3.8
Acido acético (C,H,0,) 546.1 96.3 72.1
Acido propionico (C;HgO,) 392.0 11.5 14.9
Acido butirico (C;H;0,) 296.9 6.6 8.7
Acido laiirico (C1,Hy0,) 197.4 33 1.9

196



8. Estudio del mecanismo de transporte de compuestos a través de SLMs basadas en ILs

Los valores de permeabilidad obtenidos en membranas sin liquido i6nico inmovilizado
fueron significativamente mayores que los obtenidos con membranas liquidas
soportadas basadas en liquidos i6nicos. Esto puede explicarse por el hecho de que las
membranas liquidas introducen una resistencia adicional a la transferencia de materia en
el transporte de los compuestos.

Sin embargo, como puede observarse en la Tabla 8.5, en las membranas poliméricas sin
liquido i6nico soportado no se encontraron diferencias apreciables entre las
permeabilidades de los diferentes compuestos, por lo que estas membranas no son
adecuadas para ser utilizadas en la separacion selectiva de los compuestos de interés. La
situacién cambia drasticamente cuando se inmoviliza [bmim*][PFs ] y [omim"][PFs] en
las membranas poliméricas, en cuyo caso los compuestos muestran diferencias notables
de permeabilidad debido a que los liquidos i6nicos ofrecen diferente resistencia a la
transferencia de materia para cada compuesto.

La influencia del liquido i6nico en los valores de permeabilidad puede ser apreciada
comparando los valores de permeabilidad de un mismo compuesto organico en distintas
membranas liquidas soportadas. Asi, como puede observarse en la Tabla 8.5, los
valores de permeabilidad obtenidos para membranas liquidas soportadas basadas en
[omim*][PFs] fueron, en la mayor parte de los compuestos objeto de estudio, mayores
que los obtenidos cuando se inmovilizé [bmim*][PFs ] en la membrana de Nylon, lo que
implica que un aumento en la longitud de cadena del sustituyente alquilico del catién
constituyente del liquido iénico tiene, en muchos casos, como consecuencia un aumento
de los valores de permeabilidad.

En la Figura 8.6. se recogen los valores de permeabilidad de los compuestos organicos
que poseen el mismo grupo funcional para evaluar el efecto de la longitud de cadena
(nimero de dtomos de carbono) de los mismos en su transporte a través de las SLMs
basadas en los liquidos i6nicos.
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Figura 8.6. Efecto de la longitud de cadena de los compuestos orgdnicos estudiados sobre sus valores de
permeabilidad a través de las SLMs basadas en [bmim][PFs]y [omim'][PF4].

Como puede observarse en la Figura 8.6., para compuestos con un mismo grupo
funcional, los valores de permeabilidad de éstos a través de las SLMs basadas en
[bmim*][PFs] y [omim*][PFs] aumentaron conforme disminuyé la longitud de
cadena de los mismos.
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De la Figura 8.6 se desprende también que los valores de permeabilidad de los
compuestos con el mismo nimero de dtomos de carbono y diferente grupo funcional
disminuyen en la serie: ésteres > alcoholes > dcidos. Ademds, las diferencias de
permeabilidad encontradas entre los diferentes grupos funcionales aumentaron
conforme disminuy6 el nimero de d4tomos de carbono de los mismos.

8.3.2. Estimacion de los valores de permeabilidad de sustratos y productos de
reacciones de transesterificacion a través de membranas liquidas soportadas
basadas en liquidos ionicos

En el capitulo 7 se observo una relacion entre los valores de permeabilidad de diversos
compuestos (P ) y los coeficientes de reparto de éstos entre la fase liquida inmovilizada
en la membrana (i.e. liquido i6nico) y la fase alimentacidn/receptora (K), encontrando
que un aumento en los valores de K de éstos se reflejaba en un aumento en los valores
de P de los mismos [1]. Esta misma tendencia fue observada por Branco et al. [2] para
otro tipo de compuestos.

Para entender esta relaciéon entre los valores de P y K se han determinado los
coeficientes de reparto de los compuestos orgdnicos objeto de estudio entre los liquidos
i6nicos ([bmim*][PFs] u [omim"][PFs]) y n-hexano (fase alimentacién/receptora)
(Tabla 8.6).
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Tabla 8.6. Coeficientes de reparto de dieciséis compuestos organicos (ésteres vinilicos, alcoholes, ésteres
alquilicos y 4cidos carboxilicos) entre los liquidos i6nicos, [bmim*][PFs] u [omim"][PFs], y n-hexano.

Compuestos

[bmim*][PF )/n-hexano [omim*][PF¢]/n-hexano
Acetato de vinilo (C4HgO,) 1.57 1.42
Propionato de vinilo (CsHgO,) 0.73 1.15
Butirato de vinilo (C¢H;(0,) 0.47 0.68
Laurato de vinilo (C,4H,60,) 0.03 0.10
Acetato de metilo (C3HgO,) 2.82 2.33
Propionato de metilo (C,HgO,) 1.28 1.77
Butirato de butilo (CsH;502) 0.17 0.35
Decanoato de etilo (C{,H,40,) 0.03 0.17
Metanol (C;H,0) 30.51 19.09
1-Propanol (C;HgO) 5.10 6.39
1-Butanol (C;H;(O) 2.46 3.63
1-Octanol (CgH,;50) 0.18 1.36
Acido acético (C,H,0,) 12.17 5.81
Acido propionico (C;HgO,) 2.66 2.43
Acido butirico (C,H;0,) 1.12 1.57
Acido laiirico (C1,Hy0,) 0.04 0.28

Por definicién, los compuestos con un coeficiente de reparto IL/hexano (K) mas alto se
absorben més fuertemente en el liquido i6nico.

En primer lugar se evalud la influencia de la longitud de cadena de los compuestos en

estudio sobre los valores de K (Figura 8.7)

200



8. Estudio del mecanismo de transporte de compuestos a través de SLMs basadas en ILs

304 Y [bm|m+][PF6 1 ——&—— Esteres vinilicos
e O Esteres alquilicos
\\ ——-¥-—— Alcoholes

25 - \ —-—-—  Acidos carboxilicos

20 -

15 4

10 4

15

longitud de la cadena alquilica

Figura 8.7. Efecto de la longitud de cadena de los compuestos organicos estudiados sobre los valores de
sus coeficientes de reparto IL/hexano (K).

Como puede observarse en la Figura 8.7, los coeficientes de reparto ILL/hexano de los
compuestos con un mismo grupo funcional disminuyen al aumentar la longitud de la
cadena alquilica de los mismos, obteniéndose ademads valores de K mayores cuando se
utiliz6 [omim"][PFs]. Este mismo comportamiento fue observado para los valores de

P (Figura 8.6). Ademds, comparando los valores de Ky P para un mismo liquido
iénico, se observa que el aumento de los valores de K para un compuesto dado coincide

con el aumento de los valores de P observados para este mismo compuesto. Estos
resultados indican que existe una clara relaciéon entre P y K.

201



8. Estudio del mecanismo de transporte de compuestos a través de SLMs basadas en ILs

Con el fin de dilucidar la relacién matemadtica entre P y K se analizé el mecanismo de
transporte de solutos a través de las SLMs. El transporte de soluto se produce por el
gradiente de concentracion existente entre las fases alimentacion y receptora, por lo que
el flujo de los compuestos orgdnicos vendra dado por la primera ley de Fick. Bajo la
hipétesis de que no existe polarizacion por concentracion en las interfases de la
membrana, ya que ambos compartimentos estdn rigurosamente agitados, el proceso de
transporte de solutos desde la fase alimentacion a la fase receptora implica cinco etapas
consecutivas (Figura 8.8):

FASE ALIMENTACION SLM FASE RECEPTORA

fi

Figura 8.8. Ilustraciéon esquemadtica del perfil de concentracién de un soluto en un proceso basado en

membranas liquidas soportadas.

1.- Conveccion forzada desde el seno de la fase alimentacién hasta la interfase
alimentacion-membrana.

2.- Reparto de los sustratos entre el n-hexano de la fase alimentacion (Cy) y el liquido
i6nico inmovilizado en la membrana organica (Cp).

3.- Difusién a través de la membrana liquida bajo la accion del gradiente de
concentracion hasta la interfase membrana-fase receptora.

4.- Reparto de los sustratos entre el liquido i6nico inmovilizado en la membrana
organica (Cy) y el hexano de la fase receptora (C,).

5.- Conveccion forzada desde la interfase membrana-fase receptora al seno de la fase
receptora.

Considerando que no hay acumulacion de los solutos en la membrana ni en las fases
liquidas, la ecuacion que describe el proceso completo de permeacion es la siguiente:

J= P(Ci=C) (8.3)
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donde J es el flujo masico de soluto, P es la permeabilidad del soluto a través de la
membrana y C, y Cr son las concentraciones de soluto en la fase receptora y en la fase
alimentacidn, respectivamente.

La concentraciéon del soluto en la fases alimentaciéon (Cy y receptora (C,) y la
concentracién de éste en las interfases liquido i6nico (C; y C,;) estdn relacionadas a
través del coeficiente de reparto del mismo entre el liquido i6nico y n-hexano como se
indica en la ecuacion (8.4)

K=—-L="1 8.4
c ¢ (8:4)

Cﬁc

Asi, combinando las ecuaciones (8.3) y (8.4) obtenemos la ecuacion (8.5):

P(C,-C,
y= 2LCanCa) (8.5)
K

De acuerdo con la primera ley de Fick, la ecuacion (8.6) representa el flujo local de
materia (J,,) en el interior de la membrana liquida:

_(C,-C,
Jm=D(——ﬂ—l—12 (8.6)

siendo D el coeficiente de difusién del compuesto en cuestién en el interior de la fase
liquida soportada, / 1a longitud del camino difusional a través de la membrana liquida y
Cs y C,i la concentracion del compuesto en las interfases membrana-fase alimentacion
y membrana-fase receptora, respectivamente.

De acuerdo con el balance de materia:
Jn=J (8.7)

Sustituyendo las ecuaciones (8.5) y (8.6) en la ecuacion (8.7) y reordenando la ecuaciéon
resultante se llega a la siguiente expresion:

}5=l¥l (8.8)

Como se puede observar en la ecuacion (8.8), la permeabilidad de un compuesto dado
se puede expresar en términos del coeficiente de reparto de este compuesto entre la fase
liquida de la membrana (liquido i6nico) y la fase receptora/alimentacion (n-hexano),
del coeficiente de difusién y del espesor de la membrana. La ecuacién (8.8) muestra
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matemadticamente la relacion experimental encontrada entre los valores de
permeabilidad y los coeficientes de reparto de un compuesto dado.

Por otra parte, el coeficiente de difusiéon de un compuesto dentro de la fase liquida
(liquido 1i6nico) puede ser calculado por medio de la ecuacién empirica de
Wilke-Chang (Ecuacion 8.9).

s lO.SM 0.5 T
7]V 0.6

m

D= 74-10 (8.9)

donde M, y y 5 son el peso molecular (g-mol™), el pardmetro de asociacién y la
viscosidad (cP) de la fase liquida (liquido i6nico), respectivamente. V,, es el volumen
molar del soluto que difunde a su temperatura de ebullicién (cm® mol™) y T es la
temperatura (K).

La ecuacién de Wilke-Chang se puede sustituir en la ecuacién (8.8), dando lugar a la
ecuacion (8.10):

(8.10)

donde C viene expresada por la ecuacién (8.11) y es un término constante a una
temperatura determinada para una SLM dada.

s ,(0'5M 0.5 T
nl

C=74-10 8.11)

Asi, como se deduce de la ecuacién (8.10), la permeabilidad de un compuesto a través
de una SLM dada puede expresarse en funcion del coeficiente de reparto de éste entre la
fase liquida inmovilizada y las fases alimentacidn/receptora (K) asi como del volumen
molar del mismo a su temperatura de ebulliciéon (Vy,).

Con el objetivo de verificar la ecuaciéon (8.10) se representaron los valores de
permeabilidad de los compuestos objeto de estudio para cada membrana liquida

K .
soportada frente al valor de —_— obtenido para cada uno de ellos.

m
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Los volumenes molares (Vy,) de los distintos compuestos se obtuvieron del software de
simulacién HYSYS y aparecen recogidos en la Tabla 8.7.

Tabla 8.7. Volumen molar de cada uno de los compuestos objeto de estudio a sus temperaturas de
ebullicion (V,,) obtenidos del software de simulaciéon HYSYS.

Compuesto V,u (cm® mol™)
Acetato de vinilo (C4HgO,) 99.6
Propionato de vinilo (CsHgO,) 134.7
Butirato de vinilo (C4H;(0,) 173.1
Laurato de vinilo (C4H,50,) 353.7
Acetato de metilo (C3Hs0,) 84.2
Propionato de metilo (C4;HgO,) 104.8
Butirato de butilo (CgH;s02) 218.66
Decanoato de etilo (C{,H,40,) 307.2
Metanol (C,;H,0) 43.1
1-Propanol (C;HgO) 84.6
1-Butanol (C4H;(O) 102.9
1-Octanol (CgH;50) 194.3
Acido acético (C,H,0,) 63.6
Acido propiénico (C3HqO,) 86.6
Acido butirico (C4H50,) 1104
Acido ladrico (C12H240,) 314.6

Enla Figura 8.9 se representan los valores de permeabilidad de los diferentes
compuestos organicos en cada una de las SLMs (Nylon-[bmim"][PFs] 'y

Nylon-[omim*][PFs]) frente a los valores obtenidos de para los mismos

0.6
m

compuestos. Tal y como podemos observar en la Figura 8.9, del ajuste mediante
regresion lineal de los datos se obtienen lineas rectas (de pendiente C ) que pasan a
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través del origen, con coeficientes de regresion proximos a la unidad, lo cual demuestra
que la relacién entre P, Ky V ; ha sido establecida adecuadamente.
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Figura 8.9. Representacion gréfica de los valores de permeabilidad de los compuestos en estudio a través de SLMs

K
basadas en [bmim*][PFg] (A) y [omim*][PF4] (B) frente a los valores de — ¢ Para los mismos.

Vv

m

La relacion matemadtica establecida entre los tres parametros permite predecir ficilmente
la capacidad de una membrana liquida dada para separar dos compuestos mediante la
determinacion del coeficiente de reparto de éstos entre la fase liquida soportada en la
membrana (liquido iénico) y la fase alimentacion/receptora (n-hexano) y el volumen
molar de cada uno de ellos a su temperatura de ebullicion. Asi, la selectividad en el
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transporte de dos compuestos a través de membranas liquidas soportadas basadas en
liquidos i6nicos se podria estimar a través de la expresion 8.12:

rp= - (8.12)

siendo K; y K> los coeficientes de reparto de los compuestos 1 y 2 entre el liquido
i6nico y n-hexano, respectivamente, y V,; y V,2 los volimenes molares de los
compuestos 1 y 2 a sus temperaturas de ebullicion.

8.4. CONCLUSIONES

Se ha estudiado la permeabilidad de dieciséis compuestos organicos implicados en
reacciones de transesterificacion ( ésteres vinilicos, alcoholes, ésteres alquilicos y
4cidos carboxilicos) a través de SLMs basadas en los liquidos iénicos [bmim™][PF¢s] y
[omim*][PFs]. En todos los casos, se observaron diferencias de permeabilidad
notables entre los compuestos objeto de estudio cuando se inmovilizaron ILs en la
membrana sorporte.

Respecto al comportamiento de los liquidos idnicos como fase soportada, se observo
que la permeabilidad obtenida para un compuesto organico dado era mayor cuando se
utilizé el liquido iénico [omim*][PFs ] como fase liquida soportada.

Ademads, para compuestos orgdnicos con el mismo grupo funcional se observé una
fuerte influencia de la longitud de la cadena alquilica de los mismos en sus valores de
permeabilidad, observindose una fuerte disminuciéon de la misma al aumentar la
longitud de la cadena alquilica de los compuestos.

Para entender mejor el mecanismo molecular implicado en el fenémeno de transporte de
los compuestos organicos en estudio a través de SLMs se ha determinado el coeficiente
de reparto de éstos entre la fase liquida inmovilizada en la membrana (liquido i6nico) y
la fase alimentacion/receptora (n-hexano) y se ha establecido una expresion matematica
basada en la ecuacion de Wilke-Chang que relaciona ambos pardmetros. La expresion
obtenida permite predecir de forma simple la capacidad de una SLM dada para separar
dos compuestos mediante la evaluacién del coeficiente de reparto de éstos entre la fase
liquida soportada en la membrana (liquido i6nico) y la fase alimentacién/receptora
(n-hexano) y el volumen molar de cada uno ellos a su temperatura de ebullicion.
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8.5. NOMENCLATURA

K

Ch )

CH (1)

~|

rP

coeficiente de reparto I[L/hexano (adimensional)
concentracion de soluto en la fase hexano antes del proceso de extraccién (mol - Lh

., ~ sz -1
concentracion de soluto en la fase hexano despues del proceso de extraccién (mol - L)

permeabilidad de la membrana (cm - s

concentracién inicial de soluto en la fase alimentacién (mol - L)
concentracién de soluto en la fase alimentacién (mol - L)

concentracion de soluto en la fase receptora (mol - LY

concentracién de soluto en la interfase membrana-fase alimentacién (mol - L)
concentracion de soluto en la interfase membrana-fase receptora (mol - LY

. 2
area de la membrana (cm”)

tiempo (s)

volumen de los compartimentos (mL)

flujo mésico de soluto (mol- cm 2. s
flujo mdsico de soluto en el interior de la membrana liquida (mol- cm™- s™)
Coeficiente de difusién del soluto en el interior de la fase liquida soportada (cm* s™)
longitud del camino difusional de las moléculas a través de membrana liquida (cm)
peso molecular del liquido iénico (g - mol™)

parametro de asociacién del liquido iénico (adimensional)

viscosidad del liquido i6nico (cP)

volimen molar del soluto a su temperatura de ebullicion (cm®- mol™).

temperatura (K)

permeoselectividad de la membrana (adimensional).

208



8. Estudio del mecanismo de transporte de compuestos a través de SLMs basadas en ILs

8.6. BIBLIOGRAFIA

[1] L. C. Branco, J. G. Grespo, C. A. M. Afonso, Studies on the selective transport of
organic compounds by using ionic liquids as a novel supported liquid membranes,
Chem. Eur. J. 8 (2002) 3865-3871.

[2] F. J. Hernandez-Fernandez, A. P. de los Rios, M. Rubio, F. Tomas-Alonso,
D. Gémez, G. Villora. A novel application of supported liquid membranes based on
ionic liquids to the selective simultaneous separation of the substrates and products
of a transesterification reaction, J. Memb. Sci. 293 (2007) 73-80.

209



Efecto del medio liquido i6nico en la
separacion selectiva de sustratos y
productos de reacciones de
transesterificacion a través de
membranas liquidas soportadas
basadas en liquidos ionicos



9. Efecto del IL en la separacion selectiva de compuestos a través de SLMs basadas en ILs

9. EFECTO DEL MEDIO LIQUIDO IONICO EN LA SEPARACION
SELECTIVA DE SUSTRATOS Y PRODUCTOS DE REACCIONES DE
TRANSESTERIFICACION A TRAVES DE MEMBRANAS LIQUIDAS
SOPORTADAS BASADAS EN LIQUIDOS IONICOS

9.1. INTRODUCCION

En el capitulo 7 se analiz6 el transporte de sustratos y productos de una reaccion de
transesterificacion (butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y 4cido butirico) a
través de membranas liquidas soportadas (SLMs) basadas en los liquidos i6nicos (ILs)
1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato, [bmim*][PFs ], y 1-metil-3-octilimidazolio
hexafluorofosfato, [omim™][PFs ], observandose diferencias significativas en los valores
de permeabilidad y selectividad, atribuidos a la naturaleza del liquido i6nico
immovilizado en la membrana. Este hecho ha llevado a profundizar mas en el andlisis
de la influencia de la naturaleza del liquido i6nico como fase liquida soportada en SLM
en la separacidn selectiva de los compuestos de interés.

Asi, en el presente capitulo se ha analizado el transporte de butirato de vinilo,
1-butanol, butirato de butilo y 4cido butirico a través de membranas liquidas soportadas
basadas en seis liquidos i6nicos de diferente composicion catidnica y anidnica
(Figura 9.1). La diferente naturaleza de los mismos (composicion catidénica y anidnica)
se refleja en sus diferentes caricteres hidrofébico/hidrofilico, por lo tanto, este
parametro ha sido también determinado, a través del coeficiente de reparto octanol/agua
(K,w), con el fin de relacionarlo con los valores de permeoselectividad obtenidos para
las SLMs.

/@\ R=(CH,)3CH3 1-butil-3-metilimidazolio (bmim®)

H3C/ N\/ N R R=(CH,);CH3 1-metil-3-octilimidazolio (omim™*)

F F -
FUlF | cra f M9 _cFs
P F—B—F S S
F" | F | Il I
F F (o] (o}
Hexafluorofosfato (PFg’) Tetrafluoroborato (BF;)  Bis{(trifluorometil)

sulfonil}limida (NTf,’)

Figura 9.1. Iones constituyentes de los liquidos i6nicos objeto de estudio.
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9.2. MATERIALES Y METODOS

9.2.1. Membranas v materiales

En este estudio se ha utilizado como membrana polimérica soporte una membrana
hidrofilica plana de poliamida (NYLON® HNWP 02500) de 25 mm de didmetro
suministrada por la empresa Millipore Ibérica S.A. (Madrid, Espafia). El tamafio medio
de poro es de 0.45 um y el espesor de la membrana de 170 pum.

Los liquidos i6nicos 1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato, [bmim*][PF¢]
(pureza>99%), 1-metil-3-octilimidazolio hexafluorofosfato, [omim™][PFs ]
(pureza>99%), 1-butil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato, [bmim™][BF4]
(pureza>99%), 1-metil-3-octilimidazolio tetrafluoroborato, [omim™][BF4]
(pureza>99%) fueron suministrados por Solvent Innovation GmbH (Colonia,
Alemania). 1-Butil-3-metilimidazolio bis{ (trifluorometil)sulfonil }imida,

[bmim*][TfN,] (pureza >99%) fue suministrado por Sigma-Aldrich Quimica S.A.
(Madrid, Espafia) y 1-metil-3-octilimidazolio bis{(trifluorometil)sulfonil }imida,
[omim*][TfN;] (pureza >99%) por Merck KgaA (Darmstadt, Alemania).

Los reactivos quimicos y disolventes fueron suministrados por Sigma-Aldrich Quimica
S.A. (Madrid, Espaiia) y fueron de la mayor pureza disponible.

Los gases necesarios para el andlisis de las muestras por cromatografia de gases

(hidrégeno, aire sintético y nitrogeno) fueron suministrados por Abell6-Linde S.A.
(Barcelona, Espana).

9.2.2. Preparacion de membranas liquidas soportadas

La inmovilizacién del liquido idnico se llevé a cabo haciendo uso de una célula de
ultrafiltracién Amicon™™ de 10 mL, describiéndose en detalle el procedimiento de
preparacion en el apartado 7.2.2.

9.2.3. Estudios de transporte

Los estudios de transporte se llevaron a cabo a 30 °C en una célula de difusion de vidrio
con dos compartimentos independientes, de 30 mL cada uno, separados por la
membrana liquida soportada. Los detalles del procedimiento experimental se encuentran
recogidos en el apartado 7.2.3
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El transporte de los compuestos se analizé a través del pardmetro permeabilidad (P ), el
cual se calculé mediante la ecuacién (9.1), de la pendiente de la representacion gréfica
del In [ (Cyp-2 C,)/ Cy ] frente a t (deduccion en el apartado 7.2.6).

ln[(C(,- 2C, )} _-2PA, ©.1)

C, v
siendo Cj la concentracién inicial de soluto en la fase alimentacion (mol - L'l), C,esla

concentracion de soluto en la fase receptora (mol - L'l), A es el area de la membrana
(sz) y Ves el volumen de los compartimentos (mL).

Ademads, se determind la permeoselectividad media de la membrana (rP) como un
criterio numérico para comparar la capacidad de las diferentes SLMs para separar los
compuestos de interés (Ecuacion 9.2).

rP=- con rP;>1 9.2)

donde rP; es la permeoselectividad que muestra la membrana hacia dos compuestos
(i.e. 1-butanol y butirato de butilo) y n es el nimero de parejas posibles entre los
diferentes compuestos. rP; puede ser expresado como el cociente de las permeabilidades
individuales de dos compuestos:

rP; 9.3)

I
! ||;u|

La permeoselectividad media de la membrana es un reflejo de la eficacia de la
membrana en la separacion de los compuestos de interés. Asi, cuanto mayor sea el valor

de rP mayor serd la selectividad de la membrana para separacion de los compuestos.

Valores de rP cercanos a 1 significan que las membranas no son adecuadas para la
separacion de los compuestos de interés.
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9.2.4. Determinacion de los coeficientes de reparto octanol/agua de los liquidos
ionicos

Se han evaluado los coeficientes de reparto octanol/agua de los liquidos i6nicos objeto
de estudio. Hasta el momento se han descrito dos metodologias para la determinacién
de los coeficientes de reparto octanol/agua de los liquidos id6nicos: el método de
agitacion rdpida “shake-flask” y el método de agitacién lenta “slow-stirring” [1].
El primero presenta la desventaja de que no garantiza la consecucién del equilibrio,
mientras que el método de agitacion lenta puede no ser apropiado para liquidos idnicos
ya que algunos de éstos, tras un contacto continuado con agua durante un largo periodo
de tiempo, pueden descomponerse. Consecuentemente, se ha desarrollado un nuevo
método que es combinacion de ambos, tratando de aprovechar las ventajas de cada uno
de ellos y solventar los inconvenientes en relacion a estos sistemas.

El dispositivo experimental consiste en un vial de 22 ml con un tapén de rosca provisto
de una abertura central la cual se sella mediante un septum de silicona/Teflon (Figura
9.3).

Toma de
muestra
Toma de actanolIL
muestra —r
agualL

Fase octanol ——»

Fase agua ———p| “

Figura 9.3. Dispositivo experimental empleado para la determinacién de los coeficientes de reparto
octanol/agua de los liquidos i6nicos.

A este vial se le adicionan 10 ml de agua destilada y desionizada, previamente
presaturada con 1-octanol. Se introduce un tubo de teflén dentro del vial y se coloca de
manera que quede justo por debajo de las superficie del agua. Se afiaden entonces 10 ml
de una disoluciéon 1mM de liquido i6nico en 1-octanol (previamente presaturado con
agua destilada). El vial se agita entonces vigorosamente durante 5 minutos y se
mantiene en un bafio termostatado a 30°C sin agitacion. Las muestras de la fase 1-
octanol se tomaron con una jeringa de cristal penetrando el septum de silicona/teflon
con una aguja de acero inoxidable. Las muestras de la fase agua fueron extraidas
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insertando la aguja de acero a través del tubo de Teflon directamente a la fase acuosa,
con el fin de prevenir la contaminacién por 1-octanol. De cada fase se tomaron como
minimo tres muestras entre 3 y 13 dias. El muestreo finaliz6 cuando se estabiliz6 la
concentracion del liquido i6nico en ambas fases. La concentracion de liquido 16nico en
cada fase se analizdé por espectrofotometria UV-VIS, tal y como se describe en la
seccion 9.5.2.2. Los ensayos se realizaron por triplicado, con el fin de asegurar la
reproducibilidad de los valores encontrados, recogiéndose en la memoria los valores
medios de los ensayos.

El coeficiente de reparto octanol/agua se ha calculado mediante la ley de distribucién de
Nernst, ecuacién (9.4), suponiendo condiciones de dilucion infinita del liquido i6nico en
ambas fases:

Kow = (9.4)

siendo C;° la concentracién molar del liquido idnico disuelto en la fase 1-octanol y
C;" la concentracién molar del liquido i6nico disuelto en la fase agua.

9.2.5. Métodos analiticos

9.2.5.1. Analisis cromatografico

El andlisis de las muestras se lleva a cabo por cromatografia de gases en un
cromatégrafo Agilent 6890 N equipado con un detector de ionizacién en llama (FID),
un inyector automdtico de muestras y una columna capilar Nukol™ (15m X 0.53mm X
0.5um) de Supelco, utilizando acetato de butilo como estdndar interno.

La temperatura en el inyector se fij6 en 190 °C, se trabajé con presion constante de 1.89
psi (51 mL /min flujo lineal) en la cabeza de la columna y la relaciéon de split de 7:9.
En el detector, la temperatura fue de 220 °C y los caudal de gases en el mismo de 400
ml/min de aire sintético, 30 ml/min de hidrégeno y 20 ml/min de nitrégeno. El perfil de
temperatura es el siguiente: 40 °C, 1 min; 15 °C/min, 95 °C; 35 °C/min, 160°C; 2 min,
160 °C.

Los tiempos de retencion de los compuestos son los siguientes: butirato de vinilo, 2.596

min.; acetato de butilo (estandar interno), 2.981min.; 1-butanol, 3.712 min.; butirato de
butilo, 4.430 min.; acido butirico, 7.339 min.

Las concentraciones de los compuestos se calcularon a partir de las pendientes de rectas
de calibrado obtenidas para los mismos, las cuales se mostraron en la Tabla 4.4.
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9.2.5.2. Analisis UV-VIS

La concentracién de liquido iénico en las fases octanol y agua se midié mediante
espectrofotometria UV-VIS usando un espectrofotometro ThermoSpectronic UV-VIS

(HeAlios o), con una sensibilidad de £ 0.001.

Se realizaron curvas de calibracion para cada uno de los liquidos i6nicos utilizados en
1-octanol y en agua, efectudndose las medidas de absorbancia a la longitud de onda de
méxima absorciéon de éstos (212 nm), que corresponde a la absorbancia del anillo
imidazolio comun a todos los liquidos i6nicos utilizados en este estudio. Las curvas de
calibrado se realizaron por duplicado, mostrando en la memoria los valores medios de
los coeficientes de extincion. A titulo de ejemplo se muestran en las Figuras 9.4 y 9.5
las curvas de calibrado del liquido i6nico [omim®][PFs] en agua y en l-octanol,
respectivamente.

0.9
0.8 -
0.7
0.6 -
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0 T T T T
0 0.00005 0.0001 0.00015 0.0002 0.00025

Absorbancia

Concentracion (M)

Figura 9.4. Curvas de calibrado del liquido iénico [omim*][PFs] en agua a 212 nm.
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Figura 9.5. Curvas de calibrado del liquido iénico [omim*][PF4] en 1-octanol a 212 nm.

9.3. RESULTADOS Y DISCUSION

9.3.1. Coeficientes de reparto octanol-agua

En primer lugar se determinaron los coeficientes de reparto octanol/agua de los liquidos
ibnicos objeto de estudio: [bmim*][PFs], [omim®][PFs], [bmim"][BF,],
[omim*][BF,], [bmim"][NTf,] y [omim"][NTf,]. Previamente a la determinacién de
los coeficientes de reparto de los ILs fue necesario validar el nuevo método analitico
desarrollado para la determinacién de los mismos. Para ello se utiliz6 un compuesto
cuyo coeficiente de reparto estd perfectamente descrito en la bibliografia, el
benzaldehido, cuyo logaritmo del coeficiente de reparto octanol/agua es de log (Kow) =
1.48 [2]. El espectro de absorcién del benzaldehido presenta dos picos caracteristicos, a
250y a200 nm en agua y a 245y 207 nm en 1-octanol. Los picos de longitud de onda
de 250 nm y 245 nm fueron seleccionados para hacer las medidas de absorbancia en
agua y l-octanol, respectivamente. Los coeficientes de extincion obtenidos en agua y en
1-octanol, asi como el coeficiente de reparto octanol/agua obtenido para el benzaldehido
se presentan en las Tablas 9.2 y 9.3, respectivamente. Como se deduce de la Tabla 9.3,
el valor obtenido experimentalmente para el log (K,,) del benzaldehido fue de 1.43,
muy cercano al encontrado en la bibliografia para este compuesto (1.48), lo que
confirma la validez de la metodologia propuesta para la determinacién del coeficiente
de reparto octanol/agua.

Una vez validada la nueva metodologia de determinaciéon de K,,, se midieron los

coeficientes de extincion (€) de los liquidos i6nicos en 1-octanol y en agua, ya que son
necesarios para la determinacién de las concentraciones de IL en cada una de las fases,
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y después se determinaron los valores de K,y de los liquidos i6nicos objeto de estudio.
En la Tabla 9.2 se muestran los coeficientes de extincion para cada liquido i6nico en
agua y en Il-octanol, determinados a la longitud de onda de maxima absorcién
(Amax= 212 nm).

Tabla 9.2. Coeficientes de extincién de benzaldehido y de los liquidos iénicos objeto de estudio en agua
y en l-octanol.

€ en agua/IL. € en octanol/IL

Compuestos (mol'1 cm'l) (mol'1 cm'l)
Benzaldehido® 1363.7 1303.6
[bmim*][PF]° 4472.5 3455.7
[omim*][PF,]" 3828.4 5100
[bmim*][BF, 1" 4212.3 4639.6
[omim*][BF,]" 4207.1 4787
[bmim*][NTf, 1" 3367.6 4904.1
[omim*][NT£,]" 31033 4483.1

& Amax= 250 Nnm en agua y Amax= 245 nm en 1-octanol

® Amax= 212 nm en agua y 1-octanol

En la Tabla 9.3 se muestran los valores del log (K,,) obtenidos para cada liquido
i6nico.

Tabla 9.3. Logaritmos de los coeficientes de reparto octanol/agua (log K,,,) obtenidos para benzaldehido
y para los liquidos i6nicos objeto de estudio.

Compuestos Log (K,y)

Benzaldehido 1.43
[bmim*][BF ] -2.27
[bmim*][PF¢] -1.49
[omim*][BF] -1.27
[bmim*][NTf,] -0.97
[omim*][PF4] -0.62
[omim*][NTf,] 0.56
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Basandonos en los valores de log (K,y) obtenidos para los distintos liquidos i6nicos y
teniendo en cuenta que una disminucién en los valores de Ky, estd relacionada con un
incremento del caricter hidrofilico de los mismos, se establecié la siguiente secuencia
de hidrofilicidad para los liquidos iénicos: [omim®][NTf,] < [omim'][PFs] <
[bmim*][NTf,] < [omim*][BFs] < [bmim*][PFs] < [bmim*][BF].

Examinando los valores de log (K,y) de todos los liquidos i6nicos que poseen el mismo
catiéon ([bmim*] u [omim']), se puede analizar el efecto del anién sobre la
hidrofilicidad. Asi, se puede observar que, para un cation dado, la hidrofilicidad
aumenta en el siguiente orden: [NTf,] < [PFs] < [BF4]. Este hecho puede ser
explicado por la mayor simetria del aniéon [PFq] en relacion al anién [BF,], lo que
contribuye al mayor cardcter hidréfobo del primero. Por su parte, la mayor
hidrofobicidad del anién [NTf,] con respecto al aniéon [PFg] puede entenderse por la
inclusién de dos atomos de carbono en el anién [NTf,].

El efecto del cation se puede analizar manteniendo constante el anidn. Asi, se observo
que el cardcter hidrofébico del liquido i6nico aumentaba con el incremento en la
longitud de la cadena alquilica del sustituyente del anillo imidazolio del catién. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Ropel et al. [1].

9.3.2. Estudios de transporte

Se ha analizado la permeabilidad de cuatro compuestos implicados en una reaccion de
transesterificacion ( butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y dcido butirico) a
través de membranas liquidas soportadas basadas en seis liquidos i6nicos
([bmim*][PFs], [omim'][PFs], [bmim'][BF;], [omim'][BF;], [bmim"][NTf,] y
[omim*][NTf,7]), con el fin de estudiar la influencia de la naturaleza del liquido iénico
(composicion catiénica y aniénica) inmovilizado en la SLM sobre las propiedades de
transporte de la misma. Se utilizé la membrana de Nylon como membrana polimérica
soporte ya que en estudios anteriores se observo que ésta era la mas adecuada entre las
estudiadas [3]. Se llevaron a cabo ensayos de referencia con la membrana de Nylon sin
liquido i6nico soportado.

Se siguié la evolucién de las concentraciones experimentales de butirato de vinilo,
1-butanol, butirato de butilo y dcido butirico en las fases alimentacién y receptora a lo
largo de 48 horas, y se utilizaron las concentraciones de la fase receptora para calcular

las permeabilidades individuales de los compuestos (P). Asi, los valores de
permeabilidad se obtuvieron de las pendientes de las representaciones del
In [ (Cyp-2 C,)/ Cy ] para cada compuesto frente a ¢ usando la ecuacion (9.1). A titulo de
ejemplo, en la Figura 9.6 se muestran las representaciones graficas usadas para el
calculo de las permeabilidades de los compuestos a través de la membrana de Nylon
con [bmim*|[BF,] soportado. El resto de perfiles se encuentran recogidos en el Anexo
II (Figuras 13.61 a 13.64, 13.81 a 13.88 y 13.125 a 13.140).
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Ln[(Co-2Cr)/Co]

A Butirato de butilo
124 < cido butirico
O Butirato de vinilo
O  1-Butanol
'1 .4 T T T T T
0 5 10 15 20 25

tiempo (h)

Figura 9.6. Representacion grafica de Inf(Cy-2C,)/C,] frente a ¢ para el transporte de butirato de vinilo,

1-butanol, butirato de butilo y 4cido butirico a través de la membrana de Nylon con [bmim'][BF,]
soportado.

Los valores de permeabilidad obtenidos para los cuatro compuestos estudiados a través

de la membrana de Nylon sin liquido i6nico soportado y a través de SLMs basados en
ILs se muestran en la Tabla 9.4.
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Tabla 9.4. Permeabilidad de butirato de vinilo, 1-butanol, butirato de butilo y dcido butirico a través de la
membrana de Nylon sin liquido iénico y a través de las SLMs basadas en los seis ILs en estudio.

Permeabilidad x 10 ®(cm/s)

Membrana g::,iil;fi:g 1-Butanol 3:3:1‘?:13 Acido butirico
Nylon 294.5 275.2 323.2 296.8
Nylon con [bmim*][PFy] 3.7 14.7 0.9 6.6
Nylon con [omim*][PF] 10.2 24.5 4.2 8.7
Nylon con [bmim*][BF,] 5.5 40.9 0.9 24.3
Nylon con [omim*][BF,] 254 119.9 12 102.4
Nylon con [bmim*][NTf,] 18.7 67.5 7.3 25.7
Nylon con [omim*][NTf,] 414 96.4 22.1 30.8

En relacion a los valores de permeabilidad, se aprecia que éstos fueron
significativamente mayores cuando se utilizé la membrana de Nylon sin liquido i6nico
inmovilizado. Sin embargo, en este caso no se observaron diferencias apreciables de
permeabilidad entre los diferentes compuestos orgdnicos, lo cual sugiere que la
membrana orgdnica de Nylon sin liquido i6nico inmovilizado no puede ser utilizada
para la separacion selectiva de los compuestos de interés, como ya se ha apuntado en los
capitulos anteriores. Estos valores se modificaron drasticamente cuando en la membrana
de Nylon se inmovilizaron liquidos i6nicos, observdndose entonces importantes
diferencias de permeabilidad entre los distintos compuestos. Este cambio de
comportamiento puede ser explicado teniendo en cuenta que el liquido i6nico ofrece
diferente resistencia a la transferencia de materia para cada compuesto.

La influencia del liquido en los valores de permeabilidad se analizé comparando los
valores de permeabilidad obtenidos para un mismo compuesto en SLMs basadas en
diferentes liquidos i6nicos. Tal y como se puede observar en la Tabla 9.4, los valores
de permeabilidad de los compuestos a través de la SLM con [omim*][BF,] soportado
fueron mayores que los obtenidos cuando se inmoviliz6 [bmim][BF;] en la membrana
de Nylon, lo que significa que un incremento en la longitud de la cadena alquilica del
cation supone un incremento en los valores de permeabilidad de los compuestos a través
de la SLM. El mismo comportamiento se puede observar si comparamos las parejas de
liquidos i6nicos [omim*][PFs 1/[bmim*][PFs ]y [omim®][NTf,]/[bmim*][NTf,].
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Los valores de rP obtenidos para las distintas membranas liquidas soportadas se
presentan en la Tabla 9.5.

Tabla 9.5. Permeoselectividad media de las SLMs basadas en los seis liquidos i6nicos.

Membrana rP

Nylon con [bmim*][BF,] 15.59

Nylon con [bmim*][PF,] 6.07

Nylon con [omim*][BF,] 5.11

Nylon con [bmim*][NTf,] 3.83

Nylon con [omim*][PFy] 2.78

Nylon con [omim*][NTf,] 2.41

Como se desprende de esta Tabla, los mayores valores de rP se obtuvieron en SLMs
basadas en los liquidos i6nicos mds hidrofilicos. La membrana liquida soportada mas
adecuada para la separacion de los compuestos organicos seleccionados fue la basada en
el liquido i6nico [bmim*][BF;], con una permeoselectividad media de 15.59.
Tal y como se observa en la Tabla 9.5, el orden en la permeoselectividad media es el
siguiente: [omim*|[NTf,] < [omim'][PFs] < [bmim'][NTf,] < [omim'][BF,] <
[bmim*][PFs] < [bmim®][BFs]. Comparando este orden con el obtenido para la
hidrofilicidad de los liquidos idnicos: [omim ][NTf,] < [omim'][PFs] <
[bmim*][NTf,] < [omim*][BF,;] < [bmim"][PFs] < [bmim"][BF,], puede concluirse
que un incremento en el cardcter hidrofilico de los liquidos i6nicos supone un
incremento en los valores de la permeoselectividad media de la SLM en la separacién
de los compuestos de interés.

Los resultados obtenidos subrayan la clara relacion existente entre la naturaleza del

liquido i6nico y la permeoselectividad de las membranas liquidas soportadas basadas en
liquidos i6nicos.
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9.4. CONCLUSIONES

Se ha analizado el transporte de los compuestos organicos implicados en una reaccidon
de transesterificacion (butirato de vinilo, butirato de butilo, 1-butanol y dcido butirico) a
través de SLM basadas en seis liquidos i6nicos: [bmim*][PFs], [omim*][PFs],
[bmim*][BF;] [omim"][BF,], [bmim*][NTf;] y [omim"][NTf,], estableciéndose el
siguiente orden de permeoselectividad media: [omim"][NTf,] < [omim*][PFs] <
[bmim ][NTf, ] < [omim™][BF,;] < [bmim*][PFs] < [bmim][BF4].

Ademais se ha desarrollado una nueva metodologia para la determinacion experimental
del caracter hidrofilico/hidrofébico de los liquidos idnicos a través de los coeficientes
de reparto octanol/agua (K,,) y se ha establecido el siguiente orden de hidrofilicidad:
[omim™][NTf, ] < [omim*][PFs] < [bmim*][NTf, ] < [omim*][BFs] < [bmim*][PFs] <
[bmim*][BF,]. [Esta secuencia permite explicar las diferencias de selectividad
observadas en la separacién de los compuestos de interés en las diferentes SLM, ya que
al aumentar el caracter hidrofilico del liquido i6nico inmovilizado en una membrana se
observo un aumento del valor de permeoselectividad media de la SLM resultante, o lo
que es lo mismo, un aumento de la eficacia de separacion. La clara relacién observada
entre estos dos pardmetros permite predecir facilmente cudl es el liquido i6nico mas
adecuado para su uso como fase liquida en una SLM para llevar a cabo la separacion
selectiva de compuestos implicados en reacciones de transesterificacion, mediante la
evaluacion del carédcter hidrofilico/hidrofébico de los liquidos idnicos, determinado
experimentalmente a través de sus coeficientes de reparto octanol/agua.
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9.5. NOMENCLATURA

K,, Coeficiente de reparto octanol-agua (adimensional)

(o concentracion del liquido i6nico disuelto en la fase rica en octanol (mol - L
C;/”  concentracién del liquido i6nico disuelto en la fase rica en agua (mol - L)
P permebilidad de la membrana (cm - s'l)

Co concentracion inicial de soluto en la fase alimentacion (mol - L'l)

C, concentracion de soluto en la fase receptora (mol - L'l)
A area de la membrana (sz)

\% volumen de los compartimentos (mL)

t tiempo (s)

rP  permeoselectividad media de la membrana (adimensional)

]

permeabilidad de la membrana al compuesto A (cm - s™)

Gl

permeabilidad de la membrana al compuesto B (cm - s
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10. Estudio de la estabilidad operacional de SLMs basadas en liquidos ionicos

10. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD OPERACIONAL DE MEMBRANAS
LIQUIDAS SOPORTADAS BASADAS EN LIQUIDOS IONICOS

10.1. INTRODUCCION

El uso de membranas liquidas soportadas (SLMs) ha sido objeto de una atencion
creciente en los ultimos afios [1-3]. Sin embargo, sus aplicaciones industriales son atin
escasas, principalmente a causa del problema de la estabilidad de las membranas y su
comportamiento a largo plazo [4,5]. Por tanto, el principal desafio en lo relativo al
disefio de membranas liquidas soportadas radica en el modo de aumentar su estabilidad.
Entre las numerosas ventajas que los liquidos i6nicos pueden aportar a la estabilidad de
las membranas destacan su despreciable presion de vapor y la alta fuerza capilar
asociada a su alta viscosidad, que permite reducir el desplazamiento del liquido i6nico
de los poros bajo presion. Otra cualidad importante de los liquidos i6nicos es la
posibilidad de modular sus propiedades fisico-quimicas mediante la seleccion de los
iones que los constituyen [6]. De este modo, el disefio adecuado de un liquido i6nico
permitiria disminuir su solubilidad en las fases circundantes, aumentando asi la
estabilidad de la membrana. Otras propiedades interesantes son la elevada estabilidad
quimica y térmica [7], la alta conductividad iénica [7] y que no son inflamables.
Ademads, son capaces de disolver a un amplio abanico de compuestos organicos e
inorganicos [8,9] siendo en cambio inmiscibles con muchos disolventes organicos [10]
e incluso, en algunos casos, con el agua. Todas estas propiedades han permitido
considerar a los liquidos i6nicos como “disolventes verdes de diseiio”, y utilizarlos con
€xito en numerosas aplicaciones [11-13].

En los capitulos anteriores (7, 8, 9) se utilizaron con éxito las SLMs basadas en liquidos
i6nicos para la separacion selectiva de los sustratos y productos involucrados en
reacciones de transesterificacion. Ademads, en el capitulo 7 se comprob6 que las SLMs
ensayadas presentaban una excelente estabilidad operacional tras 8 ciclos continuos de
operacion de 48 horas cada uno. Sobre la base de estos resultados, se planteé como
objetivo de este capitulo el estudio de la estabilidad operacional de seis SLMs basadas
en liquidos i6nicos, mediante la caracterizacion microscépica de las mismas. Como
membranas poliméricas soporte se usaron membranas de Nylon (hidrofilica) y Mitex
(hidrofébica), en las que se inmovilizaron tres liquidos iénicos: [bmim*][BF,],
[bmim*][PFs] y [bmim"][Tf,N]. Como fase alimentacién y receptora se utilizé n-
hexano, ya que éste es uno de los disolventes convencionalmente usados en reacciones
de transesterificacion. La caracterizacion morfologica de la superficie de las
membranas, asi como el andlisis de la composicién quimica global y la distribucién del
liquido i6nico en el interior de los poros se llevd a cabo con la técnica de microscopia
electrénica de barrido (SEM), combinada con el andlisis por energia dispersiva de
rayos X (EDX). Los resultados de la caracterizacion microscépica efectuada mediante
SEM-EDX se compararon con los datos operacionales macroscOpicos obtenidos en el
capitulo 7.
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10.2. MATERIALES Y METODOS

10.2.1. Membranas y materiales

En este estudio se han utilizado dos tipos de membranas poliméricas suministradas por
la empresa Millipore Ibérica S.A. (Madrid, Espafia):

- NYLON® HNWP 02500

Composicion: Poliamida.

Superficie: plana.

Didmetro: 25 mm.

Tamafio medio de poro: 0.45 pum.

Espesor: 170 pm.

Carécter hidrofilico/hidrofébico: Hidrofilico.

- MITEX® LCWP 02500

Composicion: Politetrafluoroetileno.
Superficie: plana.

Didmetro: 25 mm.

Tamafio medio de poro: 10um .

Espesor: 130um.

Porosidad media: 65%.

Car4cter hidrofilico/hidrofébico: Hidrofébico.

Los liquidos iénicos utilizados fueron los siguientes:

- [bmim*][BF4]: 1-butil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato. Suministrado con una
pureza del 99% por Solvent Innovation GmbH (Colonia, Alemania).

- [bmim*][PF¢] 1-butil-3-metilmidazolio hexafluorofosfato. Suministrado con una
pureza del 99% por Solvent Innovation GmbH (Colonia, Alemania).
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- [bmim*][NT£;] 1-butil-3-metilmidazolio bis{ (trifluorometil)sulfonil }imida.
Suministrado con una pureza del 99% por Sigma-Aldrich Chemical Co. (Madrid,
Espafia).

Los reactivos quimicos y disolventes fueron suministrados por Sigma-Aldrich Quimica
S.A. (Madrid, Espaiia) y fueron de la mayor pureza disponible.

Los gases necesarios para el andlisis de las muestras por cromatografia de gases
(hidrégeno, aire sintético y nitrogeno) fueron suministrados por Abell6-Linde S.A.

(Barcelona, Espana).

10.2.2. Preparacion de membranas liquidas soportadas

La inmovilizacién del liquido idnico se llevé a cabo haciendo uso de una célula de
ultrafiltracién Amicon™™ de 10 mL, describiéndose en detalle el procedimiento de
preparacion en el apartado 7.2.2.

10.2.3. Estudios de estabilidad operacional de membranas

Los estudios de estabilidad se llevaron a cabo a 30°C en una célula de difusién de vidrio
con dos compartimentos independientes, cada uno de 30 mL, separados por la SLM.
Los compartimentos se unen entre si a través de una tuerca, en cuyo interior se coloca la
membrana, quedando sujeta entre dichos compartimentos mediante unas juntas, que
impiden que haya fuga alguna o que pase disolucién de un compartimento al otro. Las
fases de alimentacion y receptora estuvieron integradas por n-hexano, estando provistas
ambas de agitacion mecédnica. Las SLMs fueron caracterizadas mediante SEM-EDX
inmediatamente después de la preparacion y tras siete dias de inmersion en la célula de
difusion mencionada anteriormente. El procedimiento seguido se describe a
continuacion.

10.2.4. Caracterizacion de las membranas por SEM-EDX

El estudio de la morfologia, composicién quimica y distribucién de los elementos
quimicos de interés en las membranas liquidas soportadas se llevd a cabo con un
microscopio electrénico de barrido (SEM) IST DS-130 acoplado a un detector de Si/Li
Kevex y a una Sun SparcStation 5 para el andlisis por energia dispersiva de rayos X
(EDX).
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10.3. RESULTADOS Y DISCUSION

10.3.1. Caracterizacion de las membranas comerciales

Antes de la preparacion de las membranas liquidas soportadas, se analizaron por SEM
las respectivas morfologias de las membranas de Nylon y Mitex. La micrografia SEM
de la membrana de Nylon (Figura 10.1) evidencié un material muy poroso integrado
por macroporos de aproximadamente 1 um de tamafio promedio de poro.

Figura 10.1. Micrografia electrénica de barrido de la membrana de Nylon (3040x)
(linea de la escala = 5 um)

La membrana de Mitex (Figura 10.2), sin embargo, presenté fibras muy delgadas,
conteniendo probablemente poros pequefios no detectados por SEM, junto con grandes
macroporos y grietas con un tamafio de varias micras.

Figura 10.2. Micrografia electrénica de barrido de la membrana de Mitex (3040x)
(linea de la escala = 5 pm)
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El espectro EDX de la membrana de Nylon (Figura 10.3) reflejé los picos
caracteristicos asignados a las lineas Ko del C, O y N, las dos ultimas en forma de un
ancho pico tunico sin desdoblar debido a su proximidad y baja concentracion.
La presencia de estos elementos quimicos se asocia a la férmula quimica de la
poliamida. El espectro EDX de la membrana de Mitex (Figura 10.3) mostr6 un pico F
Ko muy intenso y otro menos intenso C Ka asociados a la formula del
politetrafluoroetileno.
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Figura 10.3. Perfiles de linea Ka de las membranas de Nylon y Mitex.

10.3.2. Caracterizacion de las membranas liguidas soportadas

Las membranas liquidas soportadas impregnadas con [bmim"][PFs], [bmim"][BF4] y
[bmim*][NTf,], respectivamente, fueron analizadas después de la inmovilizacién con
objeto de asegurar el llenado completo de los poros por los liquidos idnicos y de
comprobar la homogeneidad de su distribucion.

La Figura 10.4 (A)-(C) muestra las micrografias SEM de la membrana de Nylon
impregnada con los tres ILs.
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Figura 10.4. Micrografias electrénicas de barrido de la membrana de Nylon impregnada con
(A) [bmim'][PFs] (1010x) (linea de la escala = 10 um), (B) [bmim'][BF,] (1010x)
(linea de escala = 10 um) y (C) [bmim"][NTf,] (3040x) (linea de la escala = 5 pum).
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El estudio morfolégico mostré que, en general, los poros mds pequefios de las
membranas llegaron a ocluirse con el liquido i6nico, quedando parcialmente llenos s6lo
los més grandes. En las figuras se observa también un exceso de liquido iénico presente
en la superficie externa de las membranas, en gran cantidad para [bmim"][PFs],
moderada para [bmim*][BF,] e inapreciable para [bmim*][NTf,]. Teniendo en cuenta
que las condiciones de preparacion fueron idénticas para todos los ILs analizados, es
posible correlacionar estas caracteristicas diferenciales con la viscosidad de los mismos,
que sigue la siguiente secuencia: [bmim"][PFs]> [bmim"][BF; |>[bmim"][NTf,] [14].
Consiguientemente, la acumulacién de liquido i6nico sobre la superficie de la
membrana parece ser un efecto cinético de la fluidez del mismo: a mayor viscosidad del
liquido i6nico, mayor cantidad permanece sobre la superficie exterior de la membrana.

La homogeneidad de las membranas liquidas soportadas se analiz6 mediante EDX sobre
la base de la seleccion de los elementos de interés caracteristicos de cada liquido i6nico:
F y P para [bmim"|[PFs], F y B (no detectado por EDX) para [bmim"][BF, ],y Fy S
para [bmim*][Tf,N], como se muestra en la Figura 10.5. Las alturas relativas de los
picos de los mismos elementos en compuestos diferentes puede relacionarse con las
concentraciones respectivas.
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Figura 10.5. Espectros EDX de la membrana de Nylon impregnada con [bmim*][PFg], [bmim"][BF,] y
[bmim™][NTf,].
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Como el fldor es un elemento comun a los tres liquidos idnicos estudiados, puede por lo
tanto utilizarse para evaluar la homogeneidad relativa de cada uno ellos en la
correspondiente membrana de Nylon.

Los “line profiles” (perfiles de linea) F Ka de las tres membranas liquidas soportadas se
muestran en la Figura 10.6. Estos perfiles muestran la intensidad de la linea Ko del
fluor a lo largo de la superficie de la membrana. Se observa claramente que la
homogeneidad del recubrimiento por el liquido i6nico aumenta en el orden siguiente:
[bmim*][PFs] < [bmim*][BF,;] < [bmim*][Tf,N], que es el mismo observado en el
estudio morfoldgico (Figura 10.4). Por lo tanto, las irregularidades observadas por en el
analisis espectroscépico en las muestras con [bmim*][PFs] y [bmim][BF4] se deben
fundamentalmente al liquido idnico depositado sobre la superficie externa de la
membrana.
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Figura 10.6. “Line profiles” F Ka en las membranas de Nylon impregnadas con [bmim*][PFg],
[bmim*][BF, ]y [bmim"][Tf,N].

Del mismo modo, las micrografias de la membrana de Mitex impregnada con los tres
ILs estudiados (Figura 10.7) revelaron la morfologia tipica de las membranas de PTFE,
incluyendo los macroporos y rugosidades con ausencia casi completa de liquido i6nico
en la superficie exterior.
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Figura 10.7. Micrografias electrénicas de barrido de la membrana de Mitex impregnada con
(A) [bmim'][PFs] (1010x) (linea de la escala = 5 um), (B) [bmim'][BF,] (3040x)
(linea de la escala = 5 pm) y (C) [bmim*][NTf,] (1010x) (linea de la escala = 10 um).
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La Figura 10.8 refleja los espectros EDX de la membrana de Mitex con los tres ILs
inmovilizados.
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Figura 10.8. Espectros EDX de la membrana de Mitex membrana impregnada con [bmim*][PFg],
[bmim*][BF, ]y [bmim"][NTf,].

En este caso, la altura menor de los picos de P y S encontrados en la membrana de
Mitex (Figura 10.8) comparada con los picos obtenidos para la membrana de Nylon
(Figura 10.5) es un reflejo cualitativo de la menor cantidad de liquido i6nico absorbido
en las muestras de Mitex. Este hecho podria explicarse por las diferentes propiedades
texturales y el elevado cardcter hidrofébico de la membrana de Mitex, que
probablemente restringe la interacciéon con los liquidos iénicos hidrofilicos [14]
utilizados. Esta observacion concuerda por completo con las pérdidas de liquido
determinadas mediante un balance de materia (Tabla 10.1) y con los resultados
mostrados en el capitulo 7, donde se observd que la separacion de los compuestos de
interés fue mucho menos eficaz con las membranas de Mitex (hidrofébicas) que con las
de Nylon (hidrofilicas). Estas observaciones subrayan el importante papel que juegan
las propiedades texturales y el caracter hidrofébico/hidrofilico de la membrana soporte
en el disefio de las SLMs basadas en liquidos i6nicos.
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Tabla 10.1. Cantidad de liquido iénico inmovilizado en las membranas liquidas soportadas.

Membrana C.antida}(! de IL
inmovilizado

(mg)

Nylon con [bmim*][PFq’] 85.5

Nylon con [bmim*][BF,] 77.6

Nylon con [bmim*][NTf,’] 82

Mitex con [bmim*][PFy’] 18.7

Mitex con [bmim*][BFy] 12.2

Mitex con [bmim*][NTf,] 259

En este caso, el F no pudo seleccionarse como elemento caracteristico para los estudios
de homogeneidad de los liquidos i6nicos porque forma parte de la composicién de la
membrana de Mitex. Se efectuaron los “line profiles” de las lineas caracteristicas P y S
Ko de las membranas de Nylon con [bmim*][PFs] y [bmim*][Tf,N] (Figura 10.9),
respectivamente. Desafortunadamente, el B es el tinico elemento caracteristico en el
liquido i6nico [bmim*][BF, ], y como no es posible su deteccién por EDX, no es posible
la realizacién de su “line profile”.
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Figura 10.9. “Perfiles de linea” P Ko y S Ko en las membranas de Mitex impregnadas con [bmim"][PFs ]
y [bmim*][TEN].
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De los “line profiles” reflejados en la Figura 10.9 puede deducirse que el grado de
dispersion de ambos liquidos i6nicos fue muy similar, estando completamente
determinado por las propiedades texturales de la membrana de Mitex. En este tipo de
membrana no se encontré exceso de liquido i6nico en la superficie externa, de modo
que los picos en los “line profiles” se asocian a los grandes macroporos y fisuras
caracteristicos de la membrana de Mitex.

10.3.3. Estabilidad operacional de las membranas liquidas soportadas

Los estudios de estabilidad se llevaron a cabo con el fin de comprobar el posible
desplazamiento del liquido i6nico desde el interior de los poros hacia las fases
circundantes durante la operacién en la célula de difusion. Los experimentos se
efectuaron manteniendo las membranas con los ILs soportados sumergidas durante una
semana en dicha célula de difusién con dos compartimentos independientes, como se
describi6 en el apartado 10.2.3.

10.3.3.1. Caracterizacion de las membranas de Nylon con liquidos idénicos
inmovilizados después de siete dias de operacion

La Figura 10.10 muestra el aspecto morfolégico de la membrana de Nylon impregnada
con los tres ILs, analizada después de siete dias de operacion en la célula de difusion
con hexano/hexano en las fases alimentacion y receptora.

La Figura 10.10 (A) muestra la microestructura de la membrana de Nylon impregnada
con [bmim"][PFs] después de la operacién en la célula, cuyo aspecto puede compararse
con el de la membrana de Nylon fresca impregnada con [bmim*][PFs] de la
Figura 10.4 (A).
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Figura 10.10. Micrografias electrénicas de barrido de la membrana de Nylon impregnada con
(A) [bmim][PFs], (B) [bmim"][BF,] y (C) [bmim*][Tf,N] después de siete dias de operacién en
hexano/hexano (3040x) (linea de la escala = 5 um).
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De dicha comparaciéon puede concluirse que la mayor parte del liquido idnico de la
superficie externa de la membrana desapareci6 durante la operacién en la célula.
Sin embargo, la comparacién de los espectros EDX de las membranas antes (Figura
10.5) y después (Figura 10.11) de operaciéon en hexano/hexano mostré una gran
similitud entre ellos. Dichos espectros se adquirieron a partir de muestras de unas pocas
micras de grosor y muestran que la cantidad de liquido i6nico concentrada en el interior
de los poros de la membrana es muy superior a la acumulada en su superficie externa.
Por lo tanto, los estudios SEM permiten deducir que unicamente el liquido i6nico
depositado sobre la superficie externa de la membrana ha sido eliminado durante la
operacion. La cantidad de dicho liquido retenida en los poros se mantiene en apariencia
constante y, subsiguientemente, la membrana resulta estable después de 7 dias de
operacion en n-hexano.

6000 -{ —— bmim PF_
{——bmim BF4 g S
5000 4 —— bmim NTf,
P
4000
5
©
—~ 3000
2000 F
C
1000 | \
0 T T y T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

E (eV)

Figura 10.11. Espectros EDX de la membrana de Nylon impregnada con [bmim*][PF¢], [bmim*][BF,] y
[bmim*][Tf,N"] después de siete dias de operacién en hexano/hexano.

En el caso de la membrana de Nylon impregnada con [bmim][BF,], se constaté la
permanencia después de la operacion en la célula de difusion de ciertas acumulaciones
de liquido i6nico (dreas brillantes) sobre la superficie externa de la membrana
(Figura 10.10 (B)).

El aspecto morfoldgico del [bmim*][Tf,N] fue el mismo antes (Figura 10.4 (C)) y

después (Figura 10.10 (C)) de la operaciéon en hexano/hexano, con la completa
desaparicion del liquido i6nico de la superficie externa de la membrana.

240



10. Estudio de la estabilidad operacional de SLMs basadas en liquidos ionicos

Una vez mads, los picos obtenidos con EDX se superpusieron practicamente en la
membrana liquida soportada antes (Figura 10.5) y después (Figura 10.11) de la
operacion, demostrando que el liquido idénico permanecié ocluido en el interior de los
poros.

Asi pues, de los estudios realizados mediante SEM-EDX puede concluirse que, en los
tres casos estudiados de ILs soportados sobre membranas de Nylon, no tuvieron lugar
pérdidas apreciables de liquido i6nico después de una semana de operacién en una
célula de difusiéon con hexano/hexano en las fases alimentacion y receptora. Sélo se
detectaron pérdidas minimas del liquido i6nico acumulado en la superficie externa de
las membranas liquidas soportadas, detectadas cualitativamente en las micrografias de
barrido. La migracion diferencial de los liquidos i6nicos desde la superficie externa de
las SLMs hacia el n-hexano hidrofébico circundante podria explicarse teniendo en
cuenta la diferente hidrofilicidad de los tres liquidos i6nicos estudiados, que sigue la
secuencia [bmim*][BFs] > [bmim*][PFs ]> [bmim*][NTf,] [14]. Teniendo en cuenta el
caricter hidrofébico de las fases en contacto (n-hexano), la permanencia del liquido
i6nico sobre la superficie externa de las membranas seria mayor cuando se usa el
liquido m4s hidrofilico ([bmim"][BF;]), como se evidencia en las micrografias
(Figura 10.10(C)).

Los “line profiles” F Ka de las membranas de Nylon impregnadas con los tres liquidos
i6nicos después de la operacion se muestran en la Figura 10.12.
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Figura 10.12. “Line profiles” F Ka en las membranas de Nylon impregnadas con [bmim*][PFg],
[bmim*][BF,] y [bmim"][Tf,N] después de siete dias de operacién en hexano/hexano.
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Comparando los “line profiles” anteriores con los obtenidos para las SLMs antes de
operaciéon reflejados en la Figura 10.6, puede observarse que después de la operacién
en la célula de difusién con hexano/hexano la distribucién obtenida para los liquidos
i6nicos es mas homogénea.

Los resultados cuantitativos obtenidos por diferencia de peso de las SLMs antes y
después de siete dias de operaciéon en la célula de difusion con hexano/hexano
confirmaron los resultados morfoldgicos y espectrales obtenidos para las membranas de
Nylon, como puede observarse en la Tabla 10.2.

Tabla 10.2. Fase membrana liquida remanente en las SLMs después de siete dias de operacion en
hexano/hexano determinada por balance de materia.

Membrana IL que permanece en
la SLM (%)
Nylon con [bmim*][PFy] 99.3
Nylon con [bmim*][BF,] 99.5
Nylon con [bmim*][NTf,’] 99.9

10.3.3.2. Caracterizacion de las membranas de Mitex con liquidos idénicos
inmovilizados después de siete dias de operacion

El estudio morfolégico realizado por SEM de la membrana de Mitex impregnada con
[bmim*][PFs], [bmim"][BF,] y [bmim*][Tf,N] (Figura 10.13) se efectud tras siete
dias de operacién usando hexano/hexano en una célula de difusiéon como fases de
contacto. No se evidenciaron cambios en la morfologia de dichas membranas usada con
respecto a las membranas con IL inmovilizado antes de operacion (Figura 10.7).
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Figura 10.13. Micrografias electronicas de barrido de la membrana de Mitex impregnada con
(A) [bmim'][PFs] (1010x) (linea de la escala = 10 um), (B) [bmim'][BF,] (1010x)
(linea de la escala = 10 um) y (C) [bmim"][Tf,N] (1010x) (linea de la escala = 5 um) después de siete
dias de operacién en hexano/hexano.
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Por otro lado, de la comparacion de los espectros EDX de las muestras anteriores
(Figura 10.14) con los obtenidos de las membranas liquidas soportadas antes de
operacion (Figura 10.8) puede concluirse, una vez mds, que no se detectaron pérdidas
sustanciales de liquido i6nico en la membrana de Mitex después de siete dias de
operacion en la célula con hexano/hexano.

4000

3 —— bmimPF,
—bmimBF4‘
3000 — bmimNTf2
S
& 2000 ﬁ
1000 S
. j(?\_J L /P\‘/\“
0 Y T g T . T g T y T g 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
E (eV)

Figura 10.14. Espectros EDX de las membranas de Mitex impregnadas con [bmim*][PFg],
[bmim*][BF, ]y [bmim][Tf,N] después de siete dias de operacién en hexano/hexano.

Adicionalmente, se muestran en la Figura 10.15 los “line profiles” de las membranas de
Mitex impregnadas con dos de los liquidos i6nicos estudiados.
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Figura 10.15. “Line profiles” P Ko y S Ka en las membranas de Mitex impregnadas con [bmim*][PFs] y
[bmim*][T,N], después de siete dias de operacién en hexano/hexano.
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Comparando estos “line profiles” con los mostrados en la Figura 10.9 (tomados de las
SLMs antes de operacion) puede deducirse que la distribucién de los liquidos i6nicos es
mads homogénea después de la inmersién en n-hexano.

Al igual que en el caso de las membranas de Nylon, las diferencias de peso entre las
membranas de Mitex con liquido i6nico inmovilizado antes y después de siete dias de
operacion (Tabla 10.3) son pequeiias. Este hecho confirma que los liquidos idnicos
estudiados se retienen mayoritariamente en los poros de la membrana y que cualquier
migracion hacia el disolvente circundante no es significativa.

Tabla 10.3. Fase membrana liquida remanente en las SLMs después de siete dias de operacion en
hexano/hexano determinada por balance de materia.

Membrana IL que permanece en
la SLM (%)
Mitex con [bmim*][PFy] 82.1
Mitex con [bmim*][BFy] 85.1
Mitex con [bmim*][NTf,] 87.1

Por tanto, nuestros hallazgos confirman la elevada estabilidad operacional de estas
SLMs, que posibilitaria su utilizacién en procesos de separacion durante largos tiempos
de operacion. Otros autores han observado también una alta estabilidad operacional en

SLMs basadas en liquidos i6nicos utilizando agua como fase alimentacidn/receptora
[15-17].
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10.4. CONCLUSIONES

Se ha llevado a cabo la caracterizacion microscOpica mediante SEM-EDX de seis
membranas liquidas soportadas basadas en liquidos i6nicos. Como soporte se han usado
membranas de Nylon y Mitex, en las que se inmovilizaron tres ILs: [bmim"][BF,],
[bmim*][PFs] y [bmim*][Tf,N]. Los anélisis se efectuaron en tres etapas: membranas
comerciales, membranas con liquido i6nico ocluido, y tras siete dias de operacién en
una célula de difusién con hexano/hexano como fases de contacto.

Las membranas de Nylon impregnadas con liquido i6nico mostraron una distribucion
homogénea del mismo en el interior de los poros, asi como cierto grado de
recubrimiento superficial por parte del liquido i6nico, en funcion de la viscosidad del
mismo. En el caso de la membrana de Mitex, la cantidad de liquido i6nico absorbido en
los poros fue inferior, debido probablemente al cardcter hidrofébico de la misma y a sus
peculiares propiedades texturales. Esta observacion subraya la importancia del caricter
hidrofébico/hidrofilico, asi como de las propiedades texturales de la membrana soporte
en el disefio de membranas liquidas soportadas basadas en liquidos idnicos. Las seis
SLMs estudiadas mantuvieron los ILs ocluidos en el interior de sus poros después de
haber estado sumergidas durante una semana en una célula de difusién con n-hexano en
ambos compartimentos, demostrando asi a nivel microscopico su elevada estabilidad
operacional.
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11. CONCLUSIONES GENERALES

Los liquidos i6nicos han sido utilizados satisfactoriamente como nuevos medios de
reaccion y separacion en reacciones de transesterificacion enzimaticas.

Con relacion al empleo de los liquidos i6nicos como medios de reaccion cabe destacar
los siguientes logros:

Los liquidos i6nicos inmiscibles con agua han resultado medios muy adecuados
para llevar a cabo la sintesis de ésteres catalizada por la lipasa B de Candida
antarctica, incrementando la actividad y selectividad enzimadtica con respecto a
los valores obtenidos en disolventes organicos convencionales como n-hexano.

El uso de liquidos i6nicos miscibles con agua ha dado lugar a menores valores
de actividad enzimatica que el del disolvente orgénico convencional, n-hexano,
aunque la selectividad en estos medios es mucho mayor (> 99.9%).

Los estudios de estabilidad de la lipasa B de Candida antarctica en medios
liquido i6nico indican una mayor estabilidad de la misma en liquidos idnicos
inmiscibles con agua que en liquidos i6nicos miscibles con ésta.

Se ha observado que los liquidos idnicos constituidos por cationes mads
hidrofébicos y aniones menos nucledfilos conducen a mayores valores de
actividad y estabilidad enzimaética.

Se ha obtenido un nuevo derivado enzimdtico de la lipasa B de Candida
antarctica mediante absorcion y entrecruzamiento covalente de la enzima sobre
un soporte de polipropileno (CALB-PP) que mantiene su actividad catalitica en
liquidos i6nicos miscibles con agua, los cuales desactivan la enzima libre.

Considerando la utilizacion de los liquidos i6nicos como fase liquida en membranas
liquidas soportadas, se han obtenido los siguientes resultados:

1.

Se han desarrollado membranas liquidas soportadas basadas en liquidos i6nicos
que permiten llevar a cabo la separacion selectiva de sustratos y productos de
reacciones de transesterificacion: ésteres vinilicos, alcoholes, ésteres alquilicos
y 4cidos carboxilicos.
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Se ha determinado la influencia de las membranas poliméricas utilizadas como
soporte para inmovilizar el liquido i6nico, encontrando que cuando se soporta el
liquido i6nico en membranas de naturaleza hidrofilica se consigue la separacién
de los compuestos de interés de forma mds selectiva. La caracterizacion
mediante microscopia de barrido electrénico acoplada a energia dispersiva de
rayos X (SEM-EDX) de las membranas liquidas soportadas ha permitido
comprobar que las membranas soporte de naturaleza hidrofilica son capaces de
ocluir una mayor cantidad de liquido i6nico en sus poros, lo que explicaria la
mayor selectividad mostrada por éstas en la separacion de compuestos de
interés.

Se ha estudiado la influencia del liquido i6nico utilizado como fase liquida
soportada en la separacion selectiva de los compuestos de interés, encontrandose
que un incremento en los valores de hidrofilicidad de los liquidos i6nicos se
traduce en un incremento en la eficacia de separacion de las membranas liquidas
soportadas resultantes.

Se observado que un incremento de los coeficientes de reparto de los
compuestos en estudio entre el liquido iénico y la fase alimentacién/receptora
(n-hexano) se traduce en un incremento los valores de permeabilidad obtenidos
para los mismos, lo que permite concluir que el fendmeno de transporte a través
de la membrana estd regulado principalmente por la afinidad del liquido hacia
cada uno de los compuestos.

El estudio del mecanismo molecular implicado en el fendmeno de transporte a
través de membranas liquidas soportadas ha permitido establecer una relacién
matemadtica entre la permeabilidad de los compuestos y los coeficientes de
reparto de los mismos entre el liquido i6nico y la fase alimentacion/receptora,
que ha sido validada experimentalmente. Esta correlacion matematica permite
predecir facilmente la capacidad de una membrana liquida soportada basada en
liquidos i6nicos para separar dos compuestos mediante la evaluacién del
coeficiente de reparto de cada compuesto entre el liquido i6nico y la fase
alimentacion/receptora.

Se ha analizado la estabilidad operacional de las membranas liquidas soportadas
obtenidas sometiéndolas a ocho ciclos de operacidén sucesivos, no habiéndose
observado merma alguna en la capacidad de separacion de las mismas, lo que
demuestra su excelente estabilidad operacional. La caracterizacién microscopica
de las membranas liquidas soportadas mediante microscopia de barrido
electronico acoplada a energia dispersiva de rayos X (SEM-EDX) ha permitido
comprobar que el liquido i6nico permanece ocluido en el interior de los poros de
las membranas después de una semana de operacion, constatando asi a nivel
microscépico la elevada estabilidad operacional de las mismas.
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Los resultados obtenidos en la presente Tesis auguran un enorme potencial para la
aplicacién de los liquidos i6nicos como disolventes alternativos a los disolventes
orgdnicos convencionales en procesos industriales de quimica fina y farmacettica, con
importantes beneficios medioambientales y socioecondmicos.
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12. PERSPECTIVAS FUTURAS

A la vista de las conclusiones extraidas de la presente Tesis, el nimero de lineas de
trabajo e investigacion que se pueden seguir es enorme, y algunas son evidentes.

En primer lugar, seria muy interesante aplicar las metodologias de reaccion y separacion
descritas a otros procesos de gran interés quimico-farmacettico como la produccién de
compuestos enantioméricamente puros mediante resoluciones racémicas de alcoholes
secundarios, que pueden ser realizadas mediante reacciones de transesterificacion
catalizadas por lipasas. La sintesis de biodiésel, que también puede llevarse a cabo
mediante este tipo de reacciones, seria otro potencial proceso en el que las metodologias
descritas podrian resultar ventajosas.

También resultaria muy interesante llevar a cabo la sintesis de nuevos liquidos i6nicos
tomando como punto de partida las conclusiones extraidas en relaciéon a las
composiciones catiénicas y aniénicas mds adecuadas para llevar a cabo los procesos de
reaccion y separacion propuestos.

Se podrian desarrollar ademds nuevos derivados entrecruzados de la lipasa B de
Candida antarctica como cristales de las enzimas entrecruzados covalentemente
(CLECs), como enzimas en disolucion entrecruzadas covalentemente (CLEs) o como
agregados enzimaticos entrecruzados covalentemente (CLEAs), que hicieran posible la
eliminacion completa del soporte de inmovilizacion.

Seria muy interesante utilizar médulos de membrana en espiral como soportes de
inmovilizacion del liquido i6nico, ya que permitirian la inmovilizacién de una mayor
cantidad de liquido i6nico manteniendo un area de contacto interfacial elevada, con lo
que presumiblemente se lograrian mayores capacidades de separacion de los
compuestos de interés, permitiendo ademads el disefio de procesos continuos.

Ademas, los resultados expuestos en la presente Tesis podrian ser la base del disefio de
procesos de produccién intensificados basados en liquidos i6nicos en los cuales la
conversion catalitica, la produccidn, la separacién y/o concentracion de los productos y
la recuperaciéon del catalizador se integraran en una operacién unica, empleando
bioreactores de membrana. Estos procesos integrados de reaccion y separacién podrian
suponer importantes beneficios econdmicos y medioambientales comparados con los
procesos de produccién convencionales. Entre las ventajas mds evidentes de su
implementacion podrian destacarse las altas velocidades de reaccion y separacion, la
generacion de pocos residuos y de bajos consumos de energia, la alta calidad en la
produccion y la creacion de condiciones de trabajo mds seguras.
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Para la implementacion a nivel industrial de procesos basados en liquidos i6nicos seria
necesario abordar los siguientes aspectos:

- Conocer todos los aspectos relacionados con el impacto medioambiental de los
liquidos i6nicos, fundamentalmente su toxicidad y biodegradabilidad.
Este campo de investigacion presenta un enorme potencial, ya que para muchos
liquidos i6nicos estos datos no han sido determinados, y podrian sentar las bases
para el disefio de liquidos i6nicos no téxicos y biodegradables mediante la
adecuada seleccion del cation y el anidn.

- Desarrollar modelos que predigan las propiedades fisico-quimicas de los
liquidos i6nicos en funcién del catién y del anién constituyentes del mismo.
Esto haria posible disefiar el liquido i6nico mds adecuado para cada aplicacion
concreta sin necesidad del largo y costoso periodo de experimentacion a escala
de laboratorio.

- Realizar estudios a escala piloto con el fin de obtener la informacién necesaria
para llevar a cabo un disefo eficiente de estos procesos.

Como ultima reflexién, es conveniente comentar que aunque los liquidos iénicos
podrian ser aplicados satisfactoriamente en numerosos procesos quimicos, es de esperar
que sélo sean aplicados industrialmente en aquellos donde su utilizacion sea altamente
ventajosa frente a los disolventes organicos convencionales debido fundamentalmente a
los largos ciclos de vida de las actuales plantas de produccién y el alto riesgo que se
percibe en el proceso de innovacion. No obstante, aunque no se espera que los liquidos
i6nicos cambien el conjunto de la industria quimica, seguro que encontrardn aplicacién
en un importante nimero de procesos industriales.
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ANEXO I. PERFILES DE CONCENTRACIONES DE LOS COMPUESTOS EN

REACCIONES DE TRANSESTERIFICA CION

Concentracién (M)

0,25
@ Butirato de butilo
0,2 - m Acido butirico
0,15
0,1 4 [ ]
0,05
o ° n
olafll Wy w ‘ ‘
0 20 40 60 80

Tiempo (min)

100

Figura 13.1. Perfil de reaccion para la sintesis de butirato de butilo en n-hexano a 30°C y pH=7
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Figura 13.2. Perfil de reaccion para la sintesis de butirato de butilo en [bmim*][PFs] a 30°C y pH=7.
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Figura 13.3 Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [omim*][PF4] a 30°C y pH=7.
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Figura 13.4. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [bmim"][PFs ] a 30°C y pH = 6.
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Figura 13.5. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [bmim][PFs] a 30°C y pH = 6.54.
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Figura 13.6. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [bmim*][PFs Ja 30°C y pH = 7.54.
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Figura 13.7. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [bmim*][PF, ] a 30°C y pH = 8.19.
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Figura 13. 8. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [bmim*][PF ]a 40°C y pH = 7.
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Figura 13.9. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [bmim"][PFs] a 50°C y pH = 7.
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Figura 13.10. Perfil de reaccion para la sintesis de butirato de butilo en [bmim"][PFs ] a 60°C y pH = 7.
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Figura 13.11. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [bmim*][PFs]a 70°C y pH = 7.
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Figura 13.12. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [bmim"][PFs] a 80°C y pH = 7.
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Figura 13.13. Perfil de reaccion para la sintesis de acetato de butilo en [bmim*][PF¢] a 30°C y pH = 7.
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Figura 13.14. Perfil de reaccién para la sintesis de acetato de butilo en [omim*][PF4] a 30°C y pH = 7.
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Figura 13.15. Perfil de reaccion para la sintesis de propionato de butilo en [bmim*][PF¢] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.16. Perfil de reaccion para la sintesis de propionato de butilo en [omim*][PFs ] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.17. Perfil de reaccién para la sintesis de decanoato de butilo en [bmim*][PF¢] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.18. Perfil de reaccién para la sintesis de decanoato de butilo en [omim*][PFs] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.19. Perfil de reaccion para la sintesis de laurato de butilo en [bmim*][PFs] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.20. Perfil de reaccién para la sintesis de laurato de butilo en [omim*][PF4] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.21. Perfil de reaccién para la sintesis de acrilato de butilo en [bmim][PFs] a 30°C y pH 7.

263



13. Anexos

0,25
—_ @ Acrilato de butilo PY
£ 027 .
c A Acido acrilico
)
s 0,15 -
g
E 0’1 .
8 °
5
8 0,05 1 PY

o"‘ A A A
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min)

Figura 13.22. Perfil de reaccion para la sintesis de acrilato de butilo en [omim][PFs ] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.23. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de metilo en [bmim"][PFs] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.24. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de metilo en [omim*][PFs7] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.25. Perfil de reaccion para la sintesis de butirato de hexilo en [bmim*][PFs] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.26. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de hexilo en [omim*][PF¢"] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.27. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de octilo en [BMIM ][PFs] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.28. Perfil de reaccion para la sintesis de butirato de octilo en [omim*][PFs ] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.29. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [bdmim][PFs] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.30. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [hmim*][PFs] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.31. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [emim*][NTf,] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.32. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [bmim][NTf, ] a 30°Cy pH 7.
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Figura 13.33. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [hmim][NTf,7] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.34. Perfil de reaccion para la sintesis de butirato de butilo en [omim"][NTf,] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.35. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [emim*][BF,] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.36. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [bmim*][BF,] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.37. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [bdmim][BF,] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.38. Perfil de reacci6n para la sintesis de butirato de butilo en [hmim*][BF,] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.39. Perfil de reaccién para la sintesis de butirato de butilo en [emim*][dca’] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.40. Perfil de reaccion para la sintesis de butirato de butilo en [bmim*][dca’] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.41. Perfil de reacci6n para la sintesis de butirato de butilo en [omim*][dca] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.42. Perfil de reaccién para sintesis de butirato de butilo en [bmim*][CH;COO] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.43. Perfil de reaccion para la sintesis de butirato de butilo en [bmim*][OcSO,] a 30°C y pH 7.
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Figura 13.44. Perfil de reaccién para sintesis de butirato de butilo en [bmim*][MDEGSO,] a 30°C y

pH 7.
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ANEXO II. LINEALIZACI()N DE LA 1° LEY DE FICK PARA EL
CALCULO DE LAS PERMEABILIDADES DE LOS
COMPUESTOS A TRAVES DE MEMBRANAS LIQUIDAS

SOPORTADAS
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Figura 13.45. Cilculo de la permeabilidad para butirato de vinilo en
la membrana Durapore®.
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Figura 13.46. Calculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Durapore®.
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Figura 13.47. Calculo de la permeabilidad para butirato de butilo en
la membrana Durapore®.
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Figura 13.48. Calculo de la permeabilidad para dcido butirico en la
membrana Durapore®.
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Figura 13.49. Cilculo de la permeabilidad para butirato de vinilo en
la membrana Isopore®.
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Figura 13.50. Calculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Isopore®.

273



13. Anexos

0
8]
= R? = 0,9564
S 2 *
Q
8 ] R
z 4

-5

0 100 200 300 400 500
Tiempo(min)

Figura 13.51. Calculo de la permeabilidad para butirato de butilo en
la membrana Isopore®.
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Figura 13.52. Calculo de la permeabilidad para dcido butirico en la
membrana Isopore®.
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Figura 13.53. Célculo de la permeabilidad para butirato de vinilo en
la membrana Mitex®.
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Figura 13.54. Célculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Mitex®.
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Figura 13.55. Calculo de la permeabilidad para butirato de butilo en
la membrana Mitex®.
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Figura 13.56. Calculo de la permeabilidad para dcido butirico en la
membrana Mitex®.
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Figura 13.57. Cilculo de la permeabilidad para butirato de vinilo en
la membrana Fluoropore®.
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Figura 13.58. Calculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Fluoropore®.
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Figura 13.59. Calculo de la permeabilidad para butirato de butilo en
la membrana Fluoropore®.
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Figura 13.60. Calculo de la permeabilidad para dcido butirico en la
membrana Fluoropore®.
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Figura 13.61. Calculo de la permeabilidad para butirato de vinilo en
la membrana Nylon®.
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Figura 13.62. Cilculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Nylon®.
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Figura 13.63. Calculo de la permeabilidad para butirato de butilo en
la membrana Nylon®.
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Figura 13.64. Calculo de la permeabilidad para dcido butirico en la
membrana Ny10n®.
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Figura 13.65. Calculo de la permeabilidad para butirato de vinilo en
la membrana Dumpore® con [bmim"][PF ] soportado.
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Figura 13.66. Calculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Durapore® con [bmim"][PF4] soportado.
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Figura 13.67. Calculo de la permeabilidad para butirato de butilo en
la membrana Dumpore® con [bmim"][PFs’] soportado.
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Figura 13.68. Cilculo de la permeabilidad para 4cido butirico en la
membrana Durapore® con [bmim"][PF4] soportado.
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Figura 13.69. Calculo de la permeabilidad para butirato de vinilo en
la membrana Isopore® con [bmim*][PFy] soportado
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Figura 13.70. Calculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Isopore® con [bmim*][PFs7] soportado
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Figura 13.71. Célculo de la permeabilidad para butirato de butilo en
la membrana Isopore® con [bmim"][PF4] soportado.
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Figura 13.72. Célculo de la permeabilidad para 4cido butirico en la
membrana Isopore® con [bmim"][PF4] soportado.
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Figura 13.73. Célculo de la permeabilidad para butirato de vinilo en
la membrana Mitex® con [bmim*][PF¢’] soportado.
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Figura 13.74. Calculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Mitex® con [bmim*][PF] soportado.
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Figura 13.75. Cilculo de la permeabilidad para butirato de butilo en
la membrana Mitex® con [bmim*][PFs] soportado.
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Figura 13.76. Célculo de la permeabilidad para 4cido butirico en la
membrana Mitex® con [bmim*][PF4] soportado.
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Figura 13.77. Célculo de la permeabilidad para butirato de vinilo en
la membrana Fluoropore® con [bmim"][PF ] soportado.
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Figura 13.78. Calculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Fluoropore® con [bmim"][PF4] soportado.

0,2 -
-0,4 -
-0,6 - .
08 1 R? = 0,9988

-1 4
.1’2 4
1,4 -
_1’6 4
1,8

LN[(Co-2Cr)/Co]

0 100 200 300 400 500
Tiempo(min)

Figura 13.79. Cilculo de la permeabilidad para butirato de butilo en
la membrana Fluoropore® con [bmim"][PF4] soportado.
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Figura 13.80. Calculo de la permeabilidad para dcido butirico en la
membrana Fluoropore® con [bmim"][PF ] soportado.
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Figura 13.81. Cilculo de la permeabilidad para butirato de vinilo en
la membrana Nylon® con [bmim"][PF4] soportado.
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Figura 13.82. Calculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Nylon® con [bmim*][PFs7] soportado.
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Figura 13.83. Cilculo de la permeabilidad para butirato de butilo en
la membrana Nylon® con [bmim"][PF ] soportado.
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Figura 13.84. Calculo de la permeabilidad para dcido butirico en la
membrana Nylon® con [bmim*][PFs7] soportado.
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Figura 13.85. Calculo de la permeabilidad para butirato de vinilo en
la membrana Nylon® con [omim"][PF ] soportado.
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Figura 13.86. Calculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Nylon® con [omim"][PFs7] soportado.
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Figura 13.87. Calculo de la permeabilidad butirato de butilo en la
membrana Nylon® con [omim"][PFs] soportado.
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Figura 13.88. Cilculo de la permeabilidad para 4cido butirico en la
membrana Nylon® con [omim*][PF] soportado.
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Figura 13.89. Cilculo de la permeabilidad para acetato de vinilo en

la membrana Nylon®.

286



13. Anexos

LN[(Co-2Cr)/Co]

0
-0,5 |

1 M R? =0, 9082
1,5 ¢

-2 1 * \¢
2,5

0 100 200 300 400
Tiempo(min)

Figura 13

.90. Calculo de la permeabilidad para metanol en la
membrana Nylon®.

0

— -0,5 1
]
S 1]
S 1,5+
(]
o -2 Re =0,9972
S 2,5
= 251
-l -3

-3,5

0 100 200 300
Tiempo(min)
Figura 13.91. Célculo de la permeabilidad para acetato de metilo en

la membrana Ny10n®.
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Figura 13.92. Célculo de la permeabilidad para 4cido acético en la

membrana Ny10n®.
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Figura 13.93. Cilculo de la permeabilidad para propionato de vinilo
en la membrana Nylon®.
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Figura 13.94. Cilculo de la permeabilidad para el 1-propanol en la
membrana Nylon®.
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Figura 13.95. Cilculo de la permeabilidad para propionato de metilo
en la membrana Nylon®.
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Figura 13.96. Cdlculo de la permeabilidad para dcido propionico en

la membrana Nylon®.
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Figura 13.97. Calculo de la permeabilidad para laurato de vinilo en

la membrana Nylon®.
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Figura 13.98. Calculo de la permeabilidad para el 1-octanol en la

membrana Nylon®.
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Figura 13.99. Cilculo de la permeabilidad para decanoato de etilo en
la membrana Nylon®.
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Figura 13.100. Calculo de la permeabilidad para 4cido ladrico en la
membrana Ny10n®.
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Figura 13.101. Célculo de la permeabilidad para acetato de vinilo en
la membrana Nylon® con [bmim"][PF ] soportado.
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Figura 13.102. Célculo de la permeabilidad para metanol en la
membrana Nylon® con [bmim*][PFs7] soportado.
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Figura 13.103. Célculo de la permeabilidad para acetato de metilo en
la membrana Nylon® con [bmim"][PF4] soportado.
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Figura 13.104. Célculo de la permeabilidad para 4cido acético en la
membrana Nylon® con [bmim*][PFs] soportado.
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Figura 13.105. Célculo de la permeabilidad para propionato de
vinilo en la membrana Nylon® con [bmim"][PF4] soportado.
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Figura 13.106. Cilculo de la permeabilidad para 1-propanol en la
membrana Nylon® con [bmim*][PFs] soportado.
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Figura 13.107. Célculo de la permeabilidad para propionato de
metilo en la membrana Nylon® con [bmim*][PFs] soportado.
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Figura 13.108. Cilculo de la permeabilidad para 4cido propiénico en
la membrana Nylon® con [bmim"][PF] soportado.
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Figura 13.109. Cilculo de la permeabilidad para laurato de vinilo en
la membrana Nylon® con [bmim"][PFs ] soportado.
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Figura 13.110. Célculo de la permeabilidad para 1-octanol en la
membrana Nylon® con [bmim*][PFs] soportado.
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Figura 13.111. Célculo de la permeabilidad para decanoato de etilo
en la membrana Nylon® con [bmim"][PFs] soportado.
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Figura 13.112. Célculo de la permeabilidad para acido latrico en la
membrana Nylon® con [bmim*][PFs] soportado.
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Figura 13.113. Célculo de la permeabilidad para acetato de vinilo en
la membrana Nylon® con [bmim"][PF4] soportado.
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Figura 13.114. Célculo de la permeabilidad para metanol en la
membrana Nylon® con [omim"][PFs] soportado.
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Figura 13.115. Cailculo de la permeabilidad para acetato de metilo
en la membrana Nylon® con [omim"][PFs7] soportado.
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Figura 13.116. Célculo de la permeabilidad para acido acético en la
membrana Nylon® con [omim"][PFs] soportado.
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Figura 13.117. Célculo de la permeabilidad para propionato de
vinilo en la membrana Nylon® con [omim"][PF4] soportado.
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Figura 13.118. Célculo de la permeabilidad para 1-propanol en la
membrana Nylon® con [omim"][PFs7] soportado.
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Figura 13.119. Célculo de la permeabilidad para propionato de
metilo en la membrana Nylon® con [omim"][PF4] soportado.
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Figura 13.120. Célculo de la permeabilidad para 4cido propiénico en
la membrana Nylon® con [omim"][PF4] soportado.
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Figura 13.121. Célculo de la permeabilidad para laurato de vinilo en
la membrana Nylon® con [omim"][PF4] soportado.

-0,02 -
-0,04 -
-0,06 -
-0,08 -

0,1
-0,12

R? = 0,9998

LN[(Co-2Cr)/Co]

0 500 1000 1500

Tiempo(min)

Figura 13.122. Célculo de la permeabilidad para 1-octanol en la
membrana Nylon® con [omim"][PF4] soportado.
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Figura 13.123. Célculo de la permeabilidad para decanoato de etilo
en la membrana Nylon® con [omim"][PFy] soportado.
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Figura 13.124. Célculo de la permeabilidad para acido latrico en la
membrana Nylon® con [omim*][PFs] soportado.
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Figura 13.125. Cilculo de la permeabilidad para butirato de vinilo
en la membrana Nylon® con [bmim*][BF,] soportado.
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Figura 13.126. Cilculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Nylon® con [bmim*][BF,] soportado.

-0,03
R? = 0,98472

-0,06

-0,09

LN[(Co-2Cr)/Co]

-0,12

0 1000 2000 3000 4000
Tiempo (min)

Figura 13.127. Cilculo de la permeabilidad para butirato de butilo
en la membrana Nylon® con [bmim*][BF,] soportado.

-0,2
-0,4 -
-0,6
-0,8 -

R? = 0,9989

LN[(Co-2Cr)/Co]

0 500 1000 1500 2000

Tiempo (min)

Figura 13.128. Cilculo de la permeabilidad para butirato de acido
butirico en la membrana Nylon® con [bmim*][BF,] soportado.
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Figura 13.129. Cilculo de la permeabilidad en el estudio de estabilidad para
butirato de vinilo en la membrana Nylon® con [omim"][BF,] soportado.
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Figura 13.130. Cilculo de la permeabilidad en el estudio de estabilidad para
1-butanol en la membrana Nylon® con [omim"][BF,] soportado.
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Figura 13.131. Cilculo de la permeabilidad en el estudio de estabilidad para
butirato de butilo en la membrana Nylon® con [omim"][BF,] soportado.
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Figura 13.132. Célculo de la permeabilidad en el estudio de estabilidad para
acido butirico en la membrana Nylon® con [omim"][BF,] soportado.
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Figura 13.133. Cilculo de la permeabilidad para el butirato de
vinilo en la membrana Nylon® con [bmim*][NTf,] soportado.
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Figura 13.134. Cilculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Nylon® con [bmim*][NTf,] soportado.
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Figura 13.135. Calculo de la permeabilidad para butirato de butilo
en la membrana Nylon® con [bmim*][NTf,] soportado.
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Figura 13.136. Cailculo de la permeabilidad para 4cido butirico en la
membrana Nylon® con [bmim*][NTf,] soportado.
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Figura 13.137. Cailculo de la permeabilidad para butirato de vinilo
en la membrana Nylon® con [omim*][NTf,] soportado.
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Figura 13.138. Cilculo de la permeabilidad para 1-butanol en la
membrana Nylon® con [omim*][NTf,] soportado.
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Figura 13.139. Cailculo de la permeabilidad para butirato de butilo
en la membrana Nylon® con [omim"][NTf,] soportado.
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Figura 13.140. Cilculo de la permeabilidad para 4cido butirico en la
membrana Nylon® con [omim*][NTf,] soportado.
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Summary

SUMMARY:

The definition of green chemistry is widely accepted as “the design, development and
implementation of chemical processes and products to reduce or eliminate substances
hazardous to human health and the environment” as published by Anastas and Warner
in Green Chemistry Theory and Practice in 1998. This definition has been expanded
into the “12 Principles of Green Chemistry” and “12 Principles of Green Engineering,”
which set out standards with which new products and processes should be measured.
The motivation behind this and other such programs is to alleviate the problems facing
society like pollution, toxic wastes, bioaccumulation, and an over-reliance on non-
renewable resources. Recent legislation has also put pressure on the chemical industry
to pursue more environmentally benign processes. It is up to scientists and engineers to
develop technology in such a way that it has minimal impact on the environment, and to
make it sustainable enough to not rely on limited resources. One area where our group
has made such an effort is in the replacement of traditional volatile organic compounds
used in reaction and separation processes by new alternative solvents, in our case ionic
liquids.

Ionic liquids are organic salts that are liquid close to room temperature. They are
emerging as green solvents for chemical processes, because they combine good and
tunable solubility properties with negligible vapour pressures and high thermal and
chemical stabilities. Their widespread industrial use is still limited by a lack of
fundamental knowledge due, among other factors, to the enormous variety of ionic
liquids of potential use. The main objective of this thesis is to analyze the potential use
of ionic liquids as reaction and separation media in lipase-catalysed transesterification
reactions.

Lipases have shown good behaviour as catalysts in non-conventional media. Among the
ionic liquids used for lipase-catalyzed reactions, those containing alkylimidazolium
cations have shown to be one of the most interesting. In Chapter 1, a wide range of
1,3-dialkylimidazolium based ionic liquids were tested as reaction media for the
synthesis of butyl butyrate from vinyl butyrate and 1-butanol catalyzed by Candida
antarctica lipase B (CalLB). Water-immiscible ionic liquids appeared as suitable media
for the proposed reaction, increasing the activity and selectivity with respect to the
values obtained with a classical organic solvent, n-hexane. However, the use of water-
miscible ionic liquids led to lower activities than that obtained in n-hexane, although
selectivity reached more than 99.9% in these media. The immobilisation of CalLB as a
crosslinked enzyme aggregate (CLEA) allowed the enzyme to maintain its
transesterification activity in water-miscible ionic liquids, such as [bmim*][NOs7] and
[bmim][dca], which deactivate the free enzyme (reported in Chapter 2).

Often the most expensive and wasteful step in a given process is the separation of the
final product. The most commonly used methods are crystallization, fractional
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distillation and solvent extraction. Most of these methods are technically demanding,
involve considerable energy costs and/or result in large amounts of waste solvents.
Membrane-based separation processes have been recognized as a promising alternative
since they do not require high energy consumption for their operation and because they
can be conducted under moderate operating conditions and sequential operation. Among
membrane-based separation processes, the use of supported liquid membranes (SLMs)
has received growing attention during recent years. SLMs are porous supports whose
pores are filled with a liquid; among their numerous advantages is the fact that the
amount of solvent needed in the SLM process is minimal and that the processes of
extraction and stripping are combined into one single stage. Nevertheless, their
industrial application is still limited, mainly due to concerns about SLM stability and
long-term performance. Supported liquid membranes with conventional liquids
eventually deteriorate due to liquid vaporization, dissolution into a contacting phase,
and displacement from the porous structure under low-pressure gradient (<10 kPa). The
use of ionic liquids as a liquid membrane phase results in the stabilization of the SLMs
due to their negligible vapour pressure, the possibility of minimizing their solubility in
the surrounding phases by adequate selection of the cation and anion, and the greater
capillary force associated with their high viscosity, which could reduce displacement of
the liquids from the micron pores under pressure. Unlike the solvents previously used in
SLMs, ILs possess other unique properties that are interesting in the context of liquid
membranes. For instance, ILs show high thermal stability, high ion conductivity and are
non-flammable. Furthermore, they dissolve a wide range of inorganic and organic
compounds while being immiscible with many organic solvents and even with water in
some cases. In Chapter 3, the use of two 1,3-dialkylimidazolium based ionic liquids,
[bmim*][PFs] and [omim"][PFs], as liquid phase in supported liquid membranes
(SLMs) for the selective separation of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and
butyric acid, which are substrates and products of a transesterification reaction, was
evaluated. No significant permeability differences were observed between the
permeabilities of the compounds when five commercial polymeric membranes
(Fluoropore, Durapore, Mitex, Isopore and Nylon) were used. However, transport
selectivity was dramatically increased when the same membranes were used with the
ionic liquids immobilized, especially in the case of membranes of a hydrophilic nature
(Nylon and Isopore). As regards the operational stability of these SLMs, they were seen
to be remarkably stable when tested over eight continuous cycles of 48 h each.
In Chapter 4, further studies were conducted in order to elucidate the molecular
mechanism involved in the transport phenomena of substrates and products of
transesterification reactions through SLM based on ILs. For this, we evaluated the
permeability of sixteen different organic compounds (vinyl esters, aliphatic esters,
alcohols and carboxylic acids) through SLM based on ionic liquids ([bmim*][PFs] and
[omim"][PFs]) and the partition coefficients of the compounds between each ionic
liquid and the feed/receiving phase. It was concluded that transport of the compounds
was mainly regulated by the affinity of the ionic liquid towards each solute. A clear
relationship between the permeability of the compounds and the partition coefficient of
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the compounds between the ionic liquid and the feed/receiving phase was established.
This relationship allows easy prediction of the capability of a given SLM based on IL to
separate two compounds by simply evaluating the partition coefficient of each
compound between the ionic liquid and the feed/receiving phase and the molar volume
of each compound at its boiling point. In Chapter 5, the effect of the nature of the ionic
liquid used as liquid phase on the selectivity of the resulting SLM for the separation of
vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric acid was investigated. Six ionic
liquids were tested as liquid phase, analyzing the values of permeability for each
organic compound through the SLMs. In all cases, significant permeability differences
between the organic compounds were obtained. The hydrophilic/hydrophobic character
of the IL, measured by the octanol-water partition coefficients (K,y), was found to be a
key parameter for the selective behaviour of the SLM. It was observed that an increase
in the K,y of the ionic liquid resulted in a higher separation efficiency of the resulting
SLM. In Chapter 6, the high operational stability of the SLM based on ionic liquids was
demostrated at microscopic level. In this chapter, the operational stability of six
different SLMs based on ionic liquids was evaluated. [bmim"][PFs ], [bmim*][BF,] and
[bmim*][NTf,] were used as supporting phase in Nylon and Mitex membranes.
Scanning electron-microscopy (SEM) combined with Energy Dispersive X-ray (EDX)
analysis was used to characterize the membrane surface morphologically and examine
the global chemical composition of the membranes and the distribution of the ILs within
them. The Nylon membranes (hydrophilic) impregnated with ILs showed homogeneous
distribution of the ILs inside the pores, and also showed some surface coating of ionic
liquid, depending on the viscosity of the IL used. In the case of Mitex membranes, less
ionic liquid was absorbed into the membranes, probably because of their hydrophobic
character and textural properties. This observation underlines the importance that the
hydrophobic/hydrophilic character and textural properties of the supporting membrane
have for the design of supporting liquid membranes based on ionic liquids. The six
SLMs studied maintained the ILs inside their pores when immersed for a week in a
diffusion cell with n-hexane in both compartments, demonstrating at microscopic level
their high operational stability.

Finally, in Chapter 7 final conclusions and an outlook on the future potential of ionic
liquids are presented.
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The effect of ionic liquid media on activity,
selectivity and stability of Candida antarctica
lipase B in transesterification reactions

Nineteen different 1,3-dialkylimidazolium based ionic liquids (ILs) were used as reaction
media for the synthesis of butyl butyrate by transesterification from vinyl butyrate and
1-butanol catalyzed by Candida antarctica lipase B (CaLB). The reaction was also carried out
in n-hexane as a reference solvent. In all the water-immiscible ionic liquids assayed, the
engymatic activity and selectivity were higher than that obtained in n-hexane. However, in
water-miscible ionic liquids the activity was lower than in the reference solvent, although they
showed more than 99.99% selectivity. Two solvent properties, hydrophobicity and
nucleophilicity, were considered as key parameters for analyzing the behaviour of CalB in
ILs. In the case of ILs based on the same anion, the synthetic activity was gradually enhanced
by increasing cation hydrophobicity. Furthermore, the activity of CalB was greater in ionic
liquids containing anions of lower nucleophilicity. Stability studies indicate that CalB
exhibited greater stability in water-immiscible ionic liquids than in water-miscible ionic
liquids.



1. The effect of ionic liquid media on activity,selectivity and stability of CALB

1. THE EFFECT OF IONIC LIQUID MEDIA ON ACTIVITY, SELECTIVITY
AND STABILITY OF CANDIDA ANTARCTICA TIPASE B IN
TRANSESTERIFICATION REACTIONS.

1.1. INTRODUCTION

In nature, enzymes act as catalysts of living systems and are designed to function in
aqueous solutions. However, anhydrous conditions are needed for synthetic
transformations using enzymes. The use of organic solvents as non-aqueous
environments offers the possibility of carrying out synthetic reactions by hydrolytic
enzymes, increasing the solubility of organic substrates [1,2]. However, organic
solvents are usually volatile liquids that may evaporate into the atmosphere with a
detrimental impact on the environment and human health. The use of ionic liquids in
biocatalytic processes has recently gained much attention as an environmentally
attractive alternative to classical organic solvents [3], and they have been seen to be
good solvents in a wide variety of biochemical processes [4]. lonic liquids are organic
salts that are liquid close to room temperature. They normally consist of an organic
cation, being the most commonly used dialkylimidazolium and tetraalkylammomiun
salts, and a polyatomic inorganic anion (e.g. BFs, PF¢) [5]. From an environmental
point of view, the most important properties of ionic liquids are their negligible vapour
pressure and their good chemical and thermal stabilities [6]. Additionally, the physical-
chemical properties of ionic liquids, such as their hydrophobicity, density, viscosity,
melting point, polarity and solvent properties, may be modified by altering the anion or
the cation [3,7]. Indeed, this feature is a key factor for realizing successful reactions
since appropriate combinations of the cationic and anionic parts of the solvent can be
made. In this sense, ionic liquids are often referred to as designer solvents [8].

Lipase has shown good behaviour as a catalyst in non-conventional media [9-11].
Among the ionic liquids used for lipase-catalyzed reactions, those containing
alkylimidazolium cations are showed to be one of the most interesting. In spite of this, it
is known that some of these ionic liquids have a strong impact on the activity and
stability of lipases [12-15].

This work studies the activity, selectivity and stability of free Candida antarctica lipase
B (CaLB) in several ionic liquids consisting of dialkylimidazolium cations combined
with a wide range of anions, including hexafluorophosphate,
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide, tetrafluoroborate, dicyanamide, nitrate, acetate,
octylsulfate and ethylenglycolmonomethylethersulfate (see Figure 1.1), as well as in a
common organic solvent, n-hexane.
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Figure 1.1. Ions involved in the assayed ionic liquids.

Butyl butyrate synthesis from vinyl butyrate and 1-butanol catalyzed by CalLB was
chosen as reaction model (see Figure 1.2).

CHj~(CH,),-CH,OH
CHg~(CHy)3-COO-~(CH,)5-CHy

+
CHj-CH,-CH,-COO-CH=CH, Lipase
+

N
Lipase /—\\ *
(0]

’ CH3-CH,-CH,-CH,-COOH
2

Figure 1.2. Stoichiometric scheme of kinetically controlled synthesis of butyl butyrate from vinyl
propionate and 1-butanol catalyzed by Candida antarctica lipase B.

1.2. MATERIALS AND METHODS

1.2.1. Enzyme and chemicals

A commercial lipase (EC 3.1.1.3) preparation was used as catalyst: free Candida
antarctica lipase B aqueous solution (Lipozyme® CaLB L), which was a gift from Novo
Espafia S.A. Prior to use, the enzyme solution was 4-fold diluted in 20 mM phosphate
buffer at pH 7.

[emim*][Cl], [bmim*][Cl], [omim'][Cl], [bmim‘][PFs], [bdmim®][PF¢],
[hmim*][PFs], [omim*][PFs], [emim'][BF;], [bmim"][BFs], [bdmim®][BF,],
[hmim*][BF;], [bmim"][OcSO;] and [bmim*][MDEGSO,] were purchased from
Solvent Innovation (purity > 99%). The ionic liquids [emim"][TfN,] (purity >99%) and
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[bmim™][TfN,] (purity >99%) were purchased from Sigma-Aldrich-Fluka Chemical
Co. and Strem Chemical Inc., respectively and [hmim*][TfN,] (purity >99%) and
[omim*][TfN,] (purity >99%) from Merck KgaA. Substrates, solvents and other
chemicals were purchased from Sigma-Aldrich-Fluka Chemical Co., and were of the
highest purity available.

1.2.2. Synthesis of ionic liquids

1-Ethyl-3-methylimidazolium dicyanamide, [emim”][dca’]: [emim™][CI] (43.9 g, 0.3
mol) was dissolved in acetone (50 mL) and sodium dicyanamide (28.6 g, 0.32 mol) was
added. The mixture was stirred for 20 h at room temperature, then kept at —20 °C for 1
day and filtered. The filtrate was evaporated by rotary evaporation, yielding the ionic
liquid (49.4 g, 93%), which was purified by column chromatography over active
alumina. "H NMR (300 MHz, CDCls, TMS): & 1.3 (t, 3H), 3.71 (s, 3H), 4.01 (m, 2H),
7.23 (m, 2H), 8.76 (s, 1H).

1-Butyl-3-methylimidazolium dicyanamide, [bmim"][dca ]: [bmim*][CI] (52.2 g, 0.3
mol) was dissolved in acetone (50 mL) and sodium dicyanamide (28.6 g, 0.32 mol) was
added. The mixture was stirred for 20 h at room temperature, then kept at —20 °C for 1
day and filtered. The filtrate was evaporated by rotary evaporation, yielding a slightly
yellow ionic liquid (53.4 g, 90%). This product was purified by column chromatography
over active alumina. '"H NMR (300 MHz, CDCl3, TMS): § 0.99 (t, 3H), 1.41 (m, 2H),
1.92 (m, 2H), 4.03 (s, 3H), 4.26 (t, 2H), 7.50 (m, 2H), 9.17 (s, 1H).

1-Octyl-3-methylimidazolium dicyanamide, [omim™][dca’]: [omim*][CI] (60.7 g, 0.3
mol) was dissolved in acetone (50 mL) and sodium dicyanamide (28.6 g, 0.32 mol) was
added. The mixture was stirred for 20 h at room temperature, then kept at —20 °C for 1
day and filtered. The filtrate was evaporated by rotary evaporation yielding a slightly
yellow ionic liquid (60.81 g, 87%). Then, the product was purified by column
chromatography over active alumina. '"H NMR (300 MHz, CDCl3, TMS): 6 0.77 (t, 3H),
1.21 (m, 10H), 1.81 (m, 2H), 3.95 (s, 3H), 4.14 (t, 2H), 7.38 (m, 2H), 9.26 (s, 1H).

1-Butyl-3-methylimidazolium nitrate, [bmim* J[NO5 ]: a column was packed with 250 g
of Dowex 1X8-200 anion-exchange resin and flushed thouroughly with a 1 M sodium
nitrate solution (0.5 L), then with Milli-Q water. [bmim*][CI] (26.3 g, 0.15 mol) was
dissolved in Milli-Q water (200 mL) and the resulting solution was slowly run through
the column and eluted with Milli-Q water (1 L). The eluate was collected and
concentrated under reduced pressure. The residue was dried extensively under vacuum
over phosphorous pentoxide. [bmim"][NO;] was obtained in a near-quantitative yield.
'H NMR (300 MHz, CDCl3, TMS): § 0.94 (t, 3H), 1.36 (m, 2H), 1.87 (m, 2H), 4.01 (s,
3H), 4.25 (t, 2H), 7.52 (m, 2H), 9.78 (s, 1H).
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1-Butyl-3-methylimidazolium acetate, [bmim*][CH;CO;] was prepared by ion
exchange as described above in a near-quantitative yield. "H NMR (300 MHz, CDCls,
TMS): & 0.95 (t, 3H), 1.36 (m, 2H), 1.86 (m, 2H), 1.94 (s, 3H), 4.05 (s, 3H), 4.29 (t,
2H), 7.45 (m, 3H).

1.2.3. Enzyme activity in ionic liquids

19.2 uLL (150 pmol) vinyl butyrate and 13.8 puL (150 wmol) 1-butanol were added to
1.5 mL screw-capped vials containing 457 UL of each ionic liquid, or n-hexane. The
reaction was started by adding 10 UL of Candida antarctica lipase B (8.5 mg mL ' in
20 mM phosphate buffer at pH 7) and run for 2 h at 30°C. At different times, 15 puL
aliquots were extracted and suspended in 485 UL n-hexane. The biphasic mixture was
strongly shaken for 2 min to extract all the substrates and products into the hexane
phase. Then, the hexane solution of ethyl hexanoate (internal standard) (100 uL, 30
mM) was added into the hexane extract (400 puL) and resulting solution (5 uL) was
analyzed by GC. All experiments were carried out in duplicate and the mean values are
reported. The efficiency of the catalytic action was measured by two parameters: the
synthetic activity, defined as the amount of enzyme that produces 1 wmol of butyl
butyrate per minute, and the selectivity as the ratio between this parameter and the acyl-
donor consumption rate, which takes into account the competitive hydrolitic reaction of
the acyl-donor.

1.2.4. Enzyme stability in ionic liquids

Mixtures containing 457 uL of ionic liquid and 10 ul of Candida antarctica lipase B
(8.5 mg mL" in 20 mM phosphate buffer at pH 7) were incubated at 30 °C in different
screw-capped vials of 1.5 mL total volume. At different incubation times, 19.2 uL (150
pmol) vinyl butyrate and 13.8 uL (150 pmol) 1-butanol were added and the activity of
Cal.B was measured as described above.

1.2.5. Gas chromatographic analysis

GC analysis was performed with an Agilent 6890 N instrument equipped with FID
detector and a Nukol™ capillary column (15m x 0.53mm X 0.5um, Supelco), using
ethyl hexanoate as internal standard. The chromatographic conditions were as follows:
carrier gas (N) at 1.89 psi (51 mL /min total flow); temperature program: 40 °C, 4 min;
5 °C/min, 135°C; split ratio: 7.9/1; detector: 220 °C. The retention times of the peaks
were as follows: vinyl butyrate, 3.0 min; 1-butanol, 6.3 min; butyl butyrate, 8.8 min;
ethyl hexanoate, 9.4 min; and butyric acid 21.6 min. Substrate and product
concentrations were calculated from calibration curves using stock solutions of pure
compounds.
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1.3. RESULTS AND DISCUSSION

1.3.1. Effect of ionic liquid media

Lipase-catalysed reactions are greatly influenced by the reaction medium used. To study
the influence of the cations and anions of ionic liquids on the activity and selectivity of
Candida antarctica lipase B, nineteen different water-immiscible and water-miscible
ionic liquids were tested as reaction media for the synthesis of butyl butyrate by
transesterification from vinyl butyrate and 1-butanol (see Figure 1.2) at 2% (v/v) water
content and 30°C.  The water-immiscible ILs chosen for this study were:
(i) [bmim*][PFs] (ii) [bdmim*][PFs], (ii) [hmim*][PFs], (iv) [omim"][PFs],
(v) [emim ][TfN,], (vi) [bmim*][TfN,], (vii) [hmim*][TfN,] and (viii) [omim*][TfN,]
and the water-miscible ILs were: (i) [emim®][BFs], (i) [bmim'][BF4]
(iii) [bdmim™][BF;], (iv) [hmim*][BFs;], (v) [emim‘][dca], (vi) [bmim®][dca’],
(vii) [omim*][dcaT], (viii) [bmim*][NO; ], (ix) [bmim*][CH3COO],
(x) [bmim*][OcSO;], (xi) [bmim*][MDEGSOy] (see Figure 1.1). Enzyme reaction in
n-hexane, a classical organic solvent for lipase-catalyzed ester synthesis in non-aqueous
environments [16], was also carried out under the same conditions to compare the
efficiency of ionic liquids for use as reaction media.

Tables 1.1 and 1.2 show the synthetic activity and selectivity exhibited by the enzyme
in n-hexane and in the water-immiscible and water-miscible ionic liquids, respectively.
All the water-immiscible ionic liquids were found to be suitable media for the lipase-
catalysed transesterification reaction, the initial synthetic rate being higher than that
observed in n-hexane in all cases. Two solvent properties, cation hydrophobicity and
anion nucleophilicity, were considered for analyzing the behaviour of CalLB for lipase-
catalyzed reactions in ILs.
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Table 1.1. Synthetic activity and selectivity parameters exhibited by Candida antarctica lipase B for butyl
butyrate synthesis in n-hexane and in water-immiscible ionic liquids at 30 °C.

Synthetic activity

Selectivity (%)

(U mg'1 prot.)
n-Hexane 7.605 75.3
[bmim*][PF¢] 16.745 90.7
[bdmim*][PFy’] 28.061 93.9
[hmim*][PF¢] 60.438 85.8
[omim*][PF’] 116.097 86.6
[emim*][NTf,] 11.886 85.9
[bmim*][NTf,] 34.732 79.2
[hmim*][NTf,] 51.400 82.7
[omim*][NTf,] 73.525 83.0

In general, for the ILs based on the same anion, the hydrophobicity increased with
increasing length of the alkyl group on the cation [17]. According to the data
summarized in Table 1.1, the synthetic activity was gradually enhanced by increasing
hydrophobicity of the water-immiscible ILs, which could be explained by the fact that
the increase in hydrophobicity of the medium could allow the preservation of the
essential water layer around the protein molecule, thus reducing direct protein-ion
interactions. As regards nucleophilicity, it is also well known that the anion [NTf,7] is
more nucleophilic than the anion [PF¢] [18]. In this sense, we observed that the CalLB
activity was greater in ionic liquids containing the anion of lower nucleophilicity, [PFg],
which could be expected because of the higher tendency of the most nucleophilic
anions to change the enzyme’s conformation by interacting with the positively charged
sites in the enzyme structure [14,19]. However, contrary to what might be expected
from this tendency, the reaction rate in [bmim'][NTf,] was greater than in
[bmim*][PFs]. This could be due to the high viscosity of [bmim*][PFs] (207cP) [20]
compared with [bmim*][NTf,] (52 cP) [21], which would involve more difusional
limitations. Several others authors have also reported that lipases are more active in
[bmim*][NTf,] than in [bmim'][PFs] [16,22]. On the other hand, differences in
selectivity between the assayed water-immiscible ILs (data included in Table 1.1) could
be attributed to their specific abilities to reduce water activity (Aw) in the enzyme
microenvironment. Thus, an increase in the hydrophobicity of the water-immiscible ILs
generally involves an increase in free water molecules, which can act as nucleophile
acceptors in the transesterification reaction, thus leading to a loss in selectivity.
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On the other hand, free CalLB was less active in water-miscible ionic liquids than in
n-hexane in almost all cases (Table 1.2).

Table 1.2. Synthetic activity and selectivity parameters exhibited by Candida antarctica lipase B for butyl
butyrate synthesis in n-hexane and in water-miscible ionic liquids at 30°C.

Synthetic activity

(U mg L prot) Selectivity (%)

n-Hexane 7.605 75.3
[emim*][BF ] 0.139 >99.9
[bmim*][BF ] 0.818 >99.9
[bdmim*][BF,] 3.480 >99.9
[hmim*][BF ] 3.580 >99.9
[emim*][dca’] 0.634 >99.9
[bmim*][dca’] 12.341 >99.9
[omim*][dca’] 0.822 >99.9
[bmim*][NO5] 0 -
[bmim*][CH;CO,] 0.328 >99.9
[bmim*][0cSO4] 0.079 >99.9
[bmim*][MDEGSOy] 0.114 >99.9

Interestingly, CaLB was more active in [bmim'][dca’] than in n-hexane and in
[bdmim*][BF,] and [hmim*][BF,] the enzyme showed half of the activity as in this
organic solvent, demostrating the suitability of these water-miscible ionic liquids for use
as solvents for the proposed reaction. However, CaLB was inactive in [bmim*][NOs],
as can be seen in Table 1.2. It was attributed to the high nucleophilicity of the anion
[NOs’], which may coordinate very strongly to positively charged sites in the enzyme
structure changing the enzyme’s conformation. In the case of most of the water-miscible
ILs, the negative effect observed on the lipase activity at low water content can be
attributed to the direct interaction with the enzyme molecules, which would lead to
protein denaturation by water stripping [23,24]. In the water-miscible ILs containing the
same anion, the synthetic activity was gradually enhanced by an increase in cation
hydrophobicity, showing the same tendency as the water-immiscible ILs. With regard to
the selectivity parameter, more than 99.99% selectivity was achieved in all the water-
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miscible ionic liquids, which could be attributed to the low water activity around the
protein.

1.3.2. Analysis of CaLB stability in ionic liquids

A key criterion for selecting an enzyme-IL system is the stability of the catalyst within
the reaction medium. The influence of these new solvents on Candida antarctica lipase
B stability was studied by incubating the enzyme in different ionic liquids at 30°C and
2% (v/v) water content. The ionic liquids selected for this study were a representative
sample of those in which the enzyme showed the highest activity: [bmim"][PFs],
[hmim*][PFs ], [omim*][PF¢ ], [hmim*][TfN,], [hmim*][BF,] and [bmim*][dca’]. In all
cases, the activity loss followed a second order deactivation kinetics, which permitted
the half-life time (¢,,) of the enzyme to be determined (see Table 1.3).

Table 1.3. Half-life times of Candida antarctica lipase B exhibited by incubation in diferent ionic liquids
at 30°C.

Half-life time

(h)
[bmim*][PF] 48
[hmim*][PF] 78
[omim*][PF4] 84
[hmim*][NTf;,] 72
[hmim*][BF,] 7
[bmim*][dca’] L5

Figure 1.3 shows the deactivation profile of the enzyme in three different ionic liquids
based on hexafluorophosphate anion.
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Figure 1.3. Deactivation profile of Candida antarctica lipase B in [bmim'][PFs] (e),
[hmim*][PF¢] (©) and [omim"][PF¢] (V) at 30 °C.

As can be seen, the stability of CalLB seems to increase with the increase in the alkyl
chain length of the cation, which agrees with the increase in ILs hydrophobicity,
although no significant differences in stability has been observed between
[hmim*][PFs] and [omim*][PFs]. These results are in accordance with those obtained
by Lozano et al. [25], who found that the enzyme was very sensitive to deactivation
when hydrophobicity decreased, at 2 % water content.

The most important effect on CalLB stability was observed by changing the nature of IL
anions, as can be observed in Table 1.3 by comparing the half-life times of CalLLB in
ionic liquids containing the same cation. For the ionic liquids containing the cation
[bmim"], the half-life times increased in the following order: [bmim®][dca’] <
[bmim*][PFs], and for those containing the cation [hmim*] in the following order:
[hmim*][BF; ]<[hmim*][TfN; ]< [hmim"][PFs]. Bearing in mind the nucleophilicity
sequence for the anions [dca’] [BF4] >[TfN,]> [PFs] [18,26], the increase in half-life
time was in agreement with the decrease in this parameter. This could be explained by
the fact that the most nucleophilic anion may interact more strongly with the enzyme,
causing changes in the active enzyme structure.
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[omim*][PFs], composed of the least nucleophilic anion and the most hydrophobic
cation, was seen to be the best IL for protecting the enzyme, with a half-life time of
84 h. In contrast, [bmim*][dca’], which contained the most nucleophilic anion and the
least hydrophobic cation, produced a fast fall on CaLLB activity, with a half-life time of
1.5 h. The same tendency was observed by Kaar et al. [27] with Novozym 435, which
was more stable in [bmim'][PFs] than in [bmim*][NO;] and by Persson and
Bornscheuer [16] using an esterase from B. stearothermophilus, which showed greater
stability in [bmim*][PFs] than in [bmim*][BF4].

1.4. CONCLUSIONS

A wide range of 1,3-dialkylimidazolium based ionic liquids were tested as reaction
media for the synthesis of butyl butyrate catalyzed by Candida antarctica lipase B.
Water-immiscible ionic liquids appeared as suitable media for the proposed reaction,
increasing the activity and selectivity with respect to the values obtained with a classical
organic solvent, n-hexane. The use of water-miscible ionic liquids led to lower
activities than that obtained in n-hexane, although selectivity reached more than 99.99%
in these media. It is noteworthy that an increase in cation hydrophobicity was in
agreement with an increase in the activity of CalLB, but a decrease in selectivity.
Furthermore, an increase in anion nucleophilicity involved a decrease in the activity
values and an increase in the selectivity of the enzyme. Stability studies indicated that
CalLB was more stable in water-immiscible ionic liquids than in water-miscible ionic
liquids.

This work clearly demonstrates the exciting potential of ionic liquids for use in non-
aqueous enzymology, since it is possible to design a specific ionic liquid for each
application by changing either the anion or the alkyl subsituent in the cation in order to
create more efficient processes.
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Cross-linked Candida antarctica lipase B
is active in denaturing ionic liquids

Candida antarctica lipase B, adsorbed and cross-linked on a
polypropylene carrier, maintained its activity when dispersed in ionic
liquids, such as [bmim* ][NOs ], that denatured the free enzyme.
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2. CROSS-LINKED CANDIDA ANTARCTICA LIPASE B IS ACTIVE IN
DENATURING IONIC LIQUIDS

2.1. INTRODUCTION

Ionic liquids are, to an increasing degree, being accepted as reaction solvents, including
biocatalytic transformations [1,2]. Much attention has been focused on Candida
antarctica lipase B (CalLB) [3], a very stable enzyme that readily tolerates anhydrous
organic solvents and is catalytically active in weakly coordinating ionic liquids, such as
1-butyl-3-methylimidazolium (bmim)hexafluorophosphate or bis(triflic)imide [4-6].
Evidence that free or carrier adsorbed suspensions of CalB, as well as some other
hydrolases, in such ionic liquids are more thermally and operationally stable than those
suspended in common organic solvents had been accumulating for some years [1,7] and
recently has been supported by fluorescence and CD spectroscopy [8]. Ionic liquids that
contain strongly coordinating anions, such as [bmim] nitrate or acetate, interacted
sufficiently strongly with CalLB to dissolve the enzyme but also caused its deactivation
[9,10]. It would seem, with few exceptions [10,11], that enzyme solubility and activity
in ionic liquids are mutually exclusive.

Strongly coordinating ionic liquids, such as [bmim*][dca are potentially useful
solvents [12,13] and biocatalyst engineering is one way to render these compatible with
enzymatic reactions. Some of us have recently shown that immobilisation as a cross-
linked enzyme aggregate (CLEA) is a straightforward approach to stable and highly
active biocatalysts [14—16]. We now report that cross-linked derivatives of CalLB stay
active in ionic liquids that deactivate the free or carrier-adsorbed enzyme.

2.2. MATERIALS AND METHODS
2.2.1. Materials

Candida antarctica lipase B (Novozyme 525F) was obtained from Novozymes
(Bagsvard, Denmark). N-methylimidazole, 1-butanol, 1-chlorobutane, ethyl butanoate,
vinyl acetate and Dowex 1X8-200 anion-exchange resin were from Acros Organics.
1,2-Dimethoxybenzene was purchased from Aldrich. Accurel EP 100 (microporous
polypropylene) was obtained from Membrana GmbH (Wuppertal, Germany). Zeolite
KA (powder) was obtained from Aldrich and activated at 400 °C prior to use. HPLC
grade tert-butyl methyl ether (TBME) and tert-butyl alcohol were from Acros Organics
and Riedel-de Haén and were dried over activated zeolite NaA (Aldrich) before use.
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2.2.2. Analysis and equipment

Gas chromatography: non-chiral analyses were performed on a Varian Star 3600 GC
instrument equipped with a FID detector and a Varian Inc. 50 m x 0.53 mm CP-Sil 5
CB column. Transesterification of ethyl butanoate: 8 min at 40 °C, then 15 °C/min to
235 °C.

The amount of CI™ in the ionic liquids was determined by a silver chromate test. An
aqueous solution of potassium chromate (5 g/L, 27 mM, indicator) was added to the
sample and a silver nitritate solution (0.24 g/L, 1.4 mM) was added dropwise. The
endpoint was reached when a red persistent precipitate of silver chromate was observed;
the detection limit is approx. 10 ppm CI".

2.2.3. Cross-linking of CaLLB [17]

CLEA CaLB-CL. Dipotassium hydrogen phosphate (0.45 g, 2.5 mmol, 20 mM final
concentration) was added to 150 mL Novozyme 525F at room temperature. The pH was
adjusted to 7.3 with phosphoric acid (1 M). Subsequently, 450 mL 2-propanol was
added at once and the mixture was stirred at room temperature for 5 min. Then
glutaraldehyde solution (25%, 22.6 mL, final concentration 100 mM) was added and
stirring was continued for 3 h at room temperature. Then a solution of sodium
cyanoborohydride (60 mL, 100 mM) was added. After 30 min the CLEA was isolated
by centrifugation. The pellet was washed with water and subsequently dried with
acetone and diethylether. From the resulting CLEA organic solvent residues were
remove by a stream of air on a glass filter. Yield 8 g, activity 24 kU/g. One unit (U) will
produce one umol of butyric acid per min from tributyrin at pH 7.5 and 40 °C. CalLB-
PP. At room temperature Novozyme 525F (10 mL) was added to Accurel EP100 (1 g)
which had been washed with 2-propanol and water in advance. The suspension was
stirred at room temperature for 2 h; then 2-propanol (30 mL) was added at once. After
stirring for 5 min, glutaraldehyde solution (25%, 1.5 mL, final concentration 100 mM)
was added and stirring was continued for 2 h at room temperature. The supernatant was
decanted, the immobilised lipase was thrice washed with water, transferred to a 150 mm
metal sieve and subsequently dried with acetone and diethylether. Yield: 1.3 g (protein
contents 41%), activity 36 kU/g.

2.2.4. Synthesis of ionic liquids

1-Butyl-3-methylimidazolium chloride [bmim*][CI]J: 1-methylimidazole (98 g, 1.19
mol) was reacted with 1-chlorobutane (131.00 g, 1.42 mol) at 80 °C under a nitrogen
atmosphere for 5 days. The excess of 1-chlorobutane was removed by rotary
evaporation yielding a slightly yellow viscous ionic liquid (208.6 g, 100%); '"H NMR
(300 MHz, CDCIl3, TMS): 6 0.96 (t, 3H), 1.38 (q, 2H), 1.94 (m, 2H), 4.16 (s, 3H), 4.39
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(t, 2H), 7.77 (s, 1H), 7.90 (s, 1H), 10.52 (s, 1H). >*C NMR (400 MHz, CDCI3, TMS):
0 13.47, 19.38, 32.15, 36.68, 49.72, 122.43, 123.91, 136.93.

1-Butyl-3-methylimidazolium dicyanamide [bmim" ][dca ]: [bmim™][CI] (100.9 g, 0.58
mol) was dissolved in acetone (100 mL) and sodium dicyanamide (53.6 g, 0.6 mol) was
added. The mixture was stirred for 20 h at room temperature, then kept at —20 °C for 1
day and filtered. The filtrate was evaporated by rotary evaporation yielding a slightly
yellow ionic liquid (109.2 g, 92%). '"H NMR (300 MHz, CDCI3, TMS): 6 0.99 (t, 3H),
1.41 (m, 2H), 1.92 (m, 2H), 4.03 (s, 3H), 4.26 (t, 2H), 7.50 (m, 2H), 9.17 (s, 1H). The
product contained 1440 ppm chloride according to ion chromatographic analysis.
Purification by column chromatography over active alumina reduced the chloride level
to 660 ppm.

1-Butyl-3-methylimidazolium nitrate [bmim* J[NO5 ]: a column was packed with 250 g
of Dowex 1X8-200 anion-exchange resin and flushed thouroughly with a 1 M sodium
nitrate solution (0.5 L), then with Milli-Q water. [bmim*][CI] (17.5 g, 0.1 mol) was
dissolved in Milli-Q water (200 mL) and the resulting solution solution was slowly run
over the column and eluted with Milli-Q water (1 L). The eluate was collected and
concentrated under reduced pressure. The residue was dried extensively under vacuum
over phosphorous pentoxide. [bmim*][NO5] was obtained in near-quantitative yield as
a colourless liquid that contained < 10 ppm CI™ according to the silver chromate test.
'H NMR (300 MHz, CDCI3, TMS): § 0.94 (t, 3H), 1.36 (m, 2H), 1.87 (m, 2H), 4.01 (s,
3H), 4.25 (t, 2H), 7.52 (m, 2H), 9.78 (s, 1H).

1-Butyl-3-methylimidazolium acetate [bmim"*][OAc’] was prepared by ion exchange as
described above in near-quantitative yield. The product contained < 10 ppm CI”
according to the silver chromate test. '"H NMR (300 MHz, CDCI13, TMS): 6 0.95 (t, 3H),
1.36 (m, 2H), 1.86 (m, 2H), 1.94 (s, 3H), 4.05 (s, 3H), 4.29 (t, 2H), 7.45 (m, 3H).

1-Butyl-3-methylimidazolium lactate [bmim"][CH;CH(OH)CO; ] was prepared by ion
exchange as described above in near-quantitative yield. The product contained < 10
ppm CI~ according to the silver chromate test. '"H NMR (300 MHz, CDCI3, TMS): &
0.95 (t, 3H), 1.40 (m, 5H), 1.87 (m, 2H), 4.98 (m, 1H), 4.05 (s, 3H), 4.28 (m, 2H),
4.72(m, 1H), 7.44 (m, 2H), 10.56 (s, 1H).

2.2.5. Enzymatic reactions

Blank reactions without biocatalyst were carried out in all cases to ensure that there was
no background reaction.

Ethyl butanoate (8 uL, 60 umol), I-butanol (15 upL, 300 pmol) and

1,2- dimethoxybenzene (8 UL, internal standard) were dissolved in the reaction medium
(1.475 mL), together with 75 mg activated zeolite KA (powder), in a 2 mL screw-

328



2. Cross-linked Candida antarctica lipase B is active in denaturating ionic liquids

capped vial. CaLLB (36 U) was added and the reaction mixture was shaken at 40°C in an
oil bath. At regular time intervals, 15 pL aliquots were withdrawn and added to 0.6 mL
n-hexane. The biphasic mixture was vortexed during 1 min and centrifuged at 12000
min’'; a 5 uL sample of the supernatant was analyzed by GC.

2.3. RESULTS AND DISCUSSION

The initial experiments involved a simple transesterification reaction of ethyl butanoate
with butanol (see Figure 2.1). Two cross-linked preparations of CaLLB were used, one a
CLEA prepared via straightforward aggregation and crosslinking (CalLLB-CL), as well as
one cross-linked on a polypropylene carrier (CaLB-PP). The nature of this latter
preparation, in particular the issue whether enzyme aggregation has occurred, is still
being investigated.

100 4

T 80

S 604

7]

2 404

C

o

O 20
off—n—8—8&8—#®"""17
0 1 2 3 4 5

Time (h)

Figure 2.1. Transesterification: effect of medium and immobilisation procedure; CaLB-CL in t-BuOH
(#) and [bmim*][dca’] (m); CaLB-PP in t-BuOH ( A ) and [bmim*][dca’] (e).

The transesterification activity of these preparations was assessed in two reaction
media: tert-butyl alcohol, which was used as a polar and hydrophilic standard medium
and the ionic liquid [bmim*][dca’]. We have previously found that CaLB dissolves in
this latter ionic liquid with irreversible loss of activity [18].

In fert-butyl alcohol, the CalLB-CL preparation catalysed the transesterification reaction
at an initial rate of 220 pmol min"' (g protein)”, which is two orders of magnitude
slower than aqueous hydrolysis. The CalLB-PP biocatalyst was significantly more
active, on the basis of protein contents (see Table 2.1). This latter effect is tentatively
ascribed to the shorter diffusion pathway in the carrier-supported biocatalyst. In
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[bmim*][dca’], CaLB-PP maintained its activity and mediated the transesterification at
approx. 60% of the rate in tert-butyl alcohol but the activity of CaLLB-CL, in contrast,
was negligible (see Figure 2.1).

Table 2.1. Effects of the medium and biocatalyst on the transesterification®

CLEA type, initial rate

Medium
(umol min™ (g protein)™)
CaLB-CL CaLB-PP
tert-Butyl alcohol 220 374
[bmim*][dca] 6.6 228
[bmim*][NO;] 2.5 151
[bmim*][AcO] n.d. 62
[bmim*][CH;CH(OH)CO,] n.d. 58

a. Reaction conditions: ethyl butanoate (0.04 M), 1-butanol (0.2 M), zeolite KA (50 mg mL™),
lipase 24 U mL", 40 °C.

b. Wehave previously reported [20] initial rates of 136 and 270 umol min™' (g protein)” in
tert-butyl alcohol and [bmim*][dca’], respectively, in the presence of a CaLB CLEA, but its
preparation proved difficult to reproduce.

We reasoned that the low activity of CaLB-CL in [bmim*][dca’] could possibly be
caused by disruption of the intramolecular hydrogen bonds by the strongly coordinating
dca anion [10]. Thus, the addition of a modest amount of water could have a beneficial
effect, as highly hydrophilic ionic liquids, such as [bmim*][dca’], tend to bind water up
to the hemihydrate quite tightly [19]. CaLB-CL indeed stayed active in [bmim][dca].
12 H,0 (4.5 wt% H,0). Hydrolysis prevailed, however, and ester formation peaked at
only 15% (data not shown). We hypothesise that the water breaks the interference of the
ionic liquid with the enzyme’s structure and restores activity. From the extent of
hydrolysis it appears that the water activity in the hemihydrate is still considerable;
hence, adding water is not a remedy to deactivation. Slow hydrolysis was even observed
in rigorously dried ionic liquids and we found it necessary to add zeolite KA to the
reaction mixtures to obtain consistent results.

It would seem, so far, that the procedure for preparing the biocatalyst is crucial for
preserving activity in the ionic liquid. Presumably, the thinly dispersed layer of,
possibly aggregated, enzyme on the polypropylene surface in CalLB-PP is more
extensively cross-linked than the more massive carrierless aggregates.
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Further experiments were conducted with CaLLB-PP and involved a wider range of ionic
liquids. In [bmim*][NO3’], a potentially attractive solvent due to its inertness and high
polarity, the reaction was fast. In the acetate and lactate, in contrast, the initial reaction
soon abated and complete conversion was not reached (Figure 2.2 and Table 2.1).
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Figure 2.2. Transesterification of ethyl butanoate in the presence of CaLB-PP in t-BuOH (),
[bmim*][dca’] (A),[bmim*][NO;] (m),[bmim*][CH;CH(OH)CO,] (A),[bmim*][AcO7] (®).

2.4. CONCLUSIONS

Candida antarctica lipase B, adsorbed and cross-linked on a polypropylene carrier,
maintained its transesterification activity in the ionic liquids [bmim*][NO;] and
[bmim*][dca’] , which deactivate the free enzyme.

In short, cross-linking is a promising approach to render enzymes tolerant to denaturing
ionic liquids.
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A novel application of supported liquid
membranes based on ionic liquids to the selective
simultaneous separation of the substrates and
products of a transesterification reaction

This work evaluates the use of ionic liquids (ILs) based on I-n-alkyl-3-
methylimidazolium cation (n-butyl, n-octyl) and the hexafluorophosphate anion, as
liquid phase in supported liquid membranes (SLMs) for the selective separation of
vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric acid, which are substrates and
products of a transesterification reaction.

No significant permeability differences was observed between the permeabilities of the
compounds when five polymeric membranes (Fluoropore, Durapore, Mitex, Isopore
and Nylon) were used. However, transport selectivity was dramatically increased when
the same membranes were used with [bmim* ][PF4 | immobilized, especially in the case
of membranes of a hydrophilic nature (Nylon and Isopore). Good permeabilities and
selectivities were also found when [omim™][PFs] was immobilized in the Nylon
membrane.

The molecular mechanism involved in the transport phenomena through the SLMs has
been also investigated by determining the partition coefficients of the different
compounds between n-hexane and the ILs, concluding that transport is mainly
regulated by the ionic liquid’s affinity towards each solute.

As regards the operational stability of these SLMs, they were seen to be remarkably
stable when tested over eight continuous cycles of 48 hours each.
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3. ANOVEL APPLICATION OF SUPPORTED LIQUID MEMBRANES BASED
ON IONIC LIQUIDS TO THE SELECTIVE SIMULTANEOUS SEPARATION
OF THE SUBSTRATES AND PRODUCTS OF A TRANSESTERIFICATION
REACTION

3.1. INTRODUCTION

The selective separation of organic compounds is a critical issue in the chemical
industry, where the most commonly used methods are crystallization, fractional
distillation and solvent extraction. Most of these methods are technically demanding,
involve considerable energy cost and/or result in large amounts of waste solvents.
Membrane-based separation processes have been recognized as a promising alternative
[1] since they do not require high energy consumption for their operation and because
they can be conducted under moderate operating conditions and sequencial operation.

Among membrane-based separation processes, the use of supported liquid membranes
(SLMs) has received growing attention during recent years [2-4]. SLMs are porous
supports whose pores are filled with a liquid; among their numerous advantages is the
fact that the amount of solvent needed in the SLM process is minimal and that the
processes of extraction and stripping are combined into one single stage [5].
Nevertheless, their industrial application is still limited, mainly due to concerns about
SLM stability and long-term performance [6,7]. Supported liquid membranes with
conventional liquids eventually deteriorate due to liquid vaporization, dissolution into a
contacting phase, and displacement from the porous structure under low-pressure
gradient (<10 kPa).

Ionic liquids (ILs) have recently been revealed as interesting clean alternatives to
classical organic solvents [8]. They are organic salts that are liquid close to room
temperature and they normally consist of an organic cation, being the most commonly
used dialkylimidazolium and tetraalkylammomiun salts, and a polyatomic inorganic
anion (e.g. BE4, PF¢) [9]. Ionic liquids have been shown to be good solvents for a wide
variety of chemical processes (i.e., extraction, reaction media, chemical catalysis, etc.)
[10-12].

The use of these new solvents as a liquid membrane phase results in the stabilization of
the SLMs due to their negligible vapour pressure, the possibility of minimizing their
solubility in the surrounding phases by adequate selection of the cation and anion [13],
and the greater capillary force associated with their high viscosity, which could reduce
displacement of the liquids from the micron pores under pressure. Unlike the solvents
previously used in SLMs, ILs posses other unique properties that are interesting in the
context of liquid membranes. For instance, ILs show high thermal stability [14], high
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ion conductivity [14] and are non-flammable. Furthermore, they dissolve a wide range
of inorganic and organic compounds [15,16] while being immiscible with many organic
solvents [17] and even with water in some cases.

Recently, some researchers have reported that SLMs based on ILs [13,18-20] achieved
selective transport of organic compounds such as alcohol, ketones and amines [19-20].
The present work seeks to broaden the field of application of supported ionic liquid
membranes to the selective separation of the substrates and products of a
transesterification reaction, for possible use in future integrated reaction/separation
processes. This paper analysed the transport of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate
and butyric acid, substrates and products of a transesterification reaction, through ILs
based on the 1-n-alkyl-3-methylimidazolium cation (n-butyl, n-octyl) and the PFs anion
immobilized in different polymeric membranes, evaluating the influence of the
physicochemical properties of the ionic liquids and the nature of the supporting organic
membranes on the behaviour of the resulting supported liquid membranes. Finally,
membrane stability studies were performed.

3.2. MATERIALS AND METHODS

3.2.1. Reagents and membranes

Five different polymeric membranes of 25 mm diameter from Millipore were tested as
supporting membranes:

. Durapore® HVHP: hydrophobic polyvinylidene fluoride membrane with a pore
size of 0.45 wm and a thickness of 125 um.

e Fluoropore® FHLP: hydrophobic polytetrafluoroethylene membrane bonded to a
high density polyethylene support with a pore size of 0.5 wm and a thickness of
150 pm.

e Mitex® LCW: hydrophobic polytetrafluoroethylene membrane with a pore size
of 10 um and a thickness of 130 pum.

. Isopore® HTTP: hydrophilic polycarbonate membrane with a pore size of 0.4
pwm, a thickness of 20 pm.

e Nylon® HNWP: hydrophilic polyamide membrane with a pore size of 0.45 pm,
a thickness of 170um.

The imidazolium-based ionic liquids used in this study, 1-butyl-3-methylimidazolium
hexafluorophosphate, [bmim*][PFs ] and 1-octyl-3-methylimidazolium
hexafluorophosphate, [omim*|[PFs], were purchased from Solvent Innovation (purity
> 99%). Substrates, solvents and other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich-
Fluka Chemical Co., and were of the highest purity available.

337



3. A novel application of SLMs based on ionic liquids

3.2.2. Preparation of supported liquid membranes

Immobilization was conducted by placing the membrane in a 10 ml Amicon '

ultrafiltration unit and adding 3 mL of ionic liquid. Nitrogen pressure at 2 bar was
applied, and the ionic liquid flowed through the pores of the membrane. The pressure
was released once a thin layer of ionic liquid was left on the upper surface of the
membrane. This procedure was repeated three times to enssure that all membrane pores
were filled with liquid since the ionic liquids used are quite viscous. Then, the
membrane was left to drip overnight to remove the excess of ionic liquid from the
membrane surface.

3.2.3. Transport studies

The transport of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butiric acid through the
SLMs was evaluated. The transport studies were performed at 30 °C using a glass
diffusion cell with two independent compartments, with 30 mL each, separated by the
SLM (Figure 3.1). O-rings were inserted on each side of the SLM. The entire assembly
was held together by a threaded connector.

e I

1

[—
Feed phase Receiving phase]
-
[4 of | o]

Figure 3.1. Schematic illustration of the glass diffusion cell set up with two independent compartments
used for experiments: 1) feed solution containing solutes; 2) receiving solution containing fresh solvent;
3) supported liquid membrane; 4) magnetic stirrer; 5) septum.

In each experiment, the initial solute concentrations in the feed phase were 100 mM in
n-hexane. n-Hexane was used as a receiving solution in all cases. The transport
experiment was begun by adding 30 mL of each solution into their respective
compartments. Both compartments were mechanically stirred to avoid concentration
polarization conditions at the membrane interfaces. The solute concentrations were
monitored by sampling 100 UL of each compartment at regular time intervals during
48 h. A hexane solution of ethyl hexanoate (internal standard) (100 uL, 60 mM) and
n-hexane (800 uL) were added to the sampling vials and the resulting solution (5 uL)
was analyzed by GC as described in the section 2.5.
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3.2.4. Determination of the partition coefficients of the compounds between
n-hexane and the ILs

The partition coefficient of the compounds between the ILs and a hexane solution was
determined by the flash-shake method. Equal volume of both phases were used (1 mL)
and the equilibrium was reached at 30 min. The composition of the organic phase before
and after shaking with the IL phase was analysed by GC as described below. Equation
(3.1) was used to calculate the partition coefficients:

K =| S0 =Cu0) 3.1)
CH(t)

where Cgo) and Cyy,) are the measured concentrations of the solute in the hexane donor
phase before and after the extraction process, respectively.

3.2.5. GC analysis

GC analysis was performed with an Agilent 6890 N instrument equipped with FID
detector and a Nukol™ capillary column (15m x 0.53mm X 0.5um, Supelco), using
ethyl hexanoate as internal standard. The chromatographic conditions were as follows:
carrier gas (N;) at 1.89 psi (51 mL /min total flow); temperature program: 40 °C, 4 min;
5 °C/min, 135°C; split ratio: 7.9/1; detector: 220 °C. The retention times of the peaks
were as follows: n-hexane, 1.1 min.; vinyl butyrate, 3.0 min; 1-butanol, 6.3 min; butyl
butyrate, 8.8 min; ethyl hexanoate, 9.4 min; and butyric acid 21.6 min. Concentrations
were calculated from calibration curves using stock solutions of pure compounds.

3.2.6. Calculation of permeability

The solute transport was analyzed by the permeability parameter. Figure 3.2 shows the
concentration profile of a solute which is transported against its concentration gradient.
No concentration polarization conditions at the membrane interfaces have been
considered since both compartiments were rigorously stirred.

FEED SLM RECEIVING PHASE

Ce \
C.

Figure 3.2. Schematic drawing of the concentration profile in a supported liquid membrane (SLM)
process.
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Under this hypothesis, the transport process of the solute from the feed phase to the
receiving phase involves three steps:

1.- Forced convection from the bulk of the feed solution to the feed-membrane
interface.

2.- Diffusion across the liquid membrane under the action of the concentration gradient
to the membrane-receiving interface.

3.- Forced convection from the receiving/membrane interface to the bulk of the
receiving phase.

Assuming no accumulation of the solutes in the membrane and liquid films, the overall
equation of the permeation is:

J=-P(C.-Cp (3.2)

where J, is the mass flux of solute, P is the permeability of the membrane and C, and
Crare the concentrations of the solute in the receiving and feed phases, respectively.

Since the flux can be alternatively expressed as the number of moles of solute (N,)
transported through a specific area of membrane surface (A) per time unit, the Eq. (3.2)
can be written as:

dN,

=-PA(C-Cp (3.3)
dt

N, can be expresed in terms of the concentration of solute as

N;=C;- V; (3.4)
where V, is the volume of the receiving phase. Taking into consideration that the
volume of both receiving and feed phases were kept identical throughout the experiment
(V,=V=1V), Eq. (3.3) can be expresed as:

PA(C,-C
ac, _ PAIG-Cy) (35)
dr 14

Since the flux of solute is very large, the concentration of the receiving phase (C,) is
not negligible versus the concentration of the feed phase (Cy. Thus, (C. — Cy) is
calculated using Eq. (3.6) where Cy is the initial concentration of solute in the feed
phase:

Cf: C()- Cr and (C,—Cf): ZCr-C() (36)

Combining Egs. (3.5) and (3.6) yields differential Eq. (3.7):
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(ZC,-VCO )=— v dt 3.7)

Eq. (3.7) may be analytically solved with the following initial conditions:

t=0,C=0
and boundary conditions:
t = t, Cr = Cr

Integration of both terms of Eq. (3.7) yields Eq. (3.8):

h{(cf) - 2C, )} _-2PA 38)

C, v
which shows that the In [ (Cy-2 C,)/ Cyp ] is a linear function of t. The permeability

parameter for the solute is calculated using Eq. (3.9), from the slope m of the plot of
In[(Cy-2C,)Cy] versus t:

p=_"" (3.9)

3.3. RESULTS AND DISCUSSION

3.3.1. Selection of support material

A first set of experiments studied the permeability of four different compounds involved
in a transesterification reaction (vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric
acid) through supported liquid membranes based on 1-butyl-3-methylimidazolium
hexafluorophosphate ([bmim*][PFs]) immobilized in different polymeric organic
membranes: Fluoropore, Mitex, Durapore, Isopore and Nylon. Our aim was to evaluate
the effect of the supporting membrane nature on the permeability and selectivity of the
SLMs based on [bmim'][PFs]. Control experiments were performed with plain
membranes (without ionic liquids immobilized into the membranes).

The experimental concentrations of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric
acid in the feed and receiving phases as a function of run time were monitored, using
the the concentrations in the receiving phase to calculate the individual permeability
(P) of the species. In this way, the permeability values were calculated from the slopes
of the plot of In [ (Cy-2 C,)/ Cp ] for each compound versus ¢ using Eq. (3.9). As an
example, Figure 3.3 shows the plots used for the calculation of the compound
permeabilities through the Nylon membrane with [bmim*][PFs] immobilized.
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Figure 3.3. Plots of In[(C(-2C,)/Cy] vs. operation time for the transport of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl
butyrate and butyric acid through Nylon membrane with supported [bmim*][PFs].

The permeability values for each compound through the different membranes with and
without ionic liquid are presented in Table 3.1.

Table 3.1. Effect of the liquid membrane on the transport of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and
butyric acid.

Membrane

Permeability x 10 *(cm/s)

Vinyl 1-Butanol Butyl Butyric acid
butyrate butyrate

Fluoropore 466.2 516.2 486.3 377.3
Fluoropore with [bmim*][PF’] 190.7 159.0 200.8 200.8
Mitex 261.3 237.1 228.3 225.2
Mitex with [bmim*][PF] 246.0 206.3 200.8 156.7
Durapore 3353 325.5 420.8 461.8
Durapore with [bmim*][PF4] 25.5 64.2 20.3 30.5
Isopore 436.7 598.5 472.0 703.3
Isopore with [bmim*][PF¢] 92.3 88.8 24.3 122.2
Nylon 294.5 275.2 323.2 296.8
Nylon with [bmim*][PF’] 3.75 14.7 0.9 6.6

Conditions: initial solute concentrations, 100 mM; temperature, 30 °C; time, 48 h.
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As regards the permeability values, the values were appreciably higher in the plain
membranes than in the supported liquid membranes. This could be explained by the
fact that the liquid membranes introduce an additional mass-transfer resistance for the
transport of the compounds.

However, as can be seen from Table 3.1, no appreciable permeability differences
between the organic compounds were observed with the plain membranes, suggesting
that the plain membranes can not be used for selective separation of the target
compounds. The situation changed dramatically when [bmim*][PFs] was supported in
the polymeric membranes, in which case different compounds showed substancial
differences in permeability due to the fact that the ionic liquid offers different mass
transfer resistence for each compound.

In order to find a numerical criterion to compare the ability of the different membranes
to separate the target compounds, a new parameter, named average permselectivy of
the membrane, is introduced defined as follows:

z rPi

rP = - with  rP; >1 (3.10)
n

where rP; is the membrane permselectivity between two compounds (e.g. 1-butanol and
butyl butyrate) and »n is the number of possible pairs of different compounds. rP; can be
expressed as follows:

rP; (3.11)

Il
w® ||::°|

The average permselectivy of the membrane indicates its efficiency in separating

compounds: the higher 7P , the more selective it is in separating the target compounds.
Values of permselectivity near 1 mean that the membranes are not useful for the

separation of the compounds. The rP values for the different supported liquid
membranes are shown in Table 3.2.
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Table 3.2. Average permselectivity of the assayed SLM based on [bmim"][PF].

Membrane TP

Fluoropore with [bmim*][PF4] | 1.14

Mitex with [bmim*][PF] 1.27

Durapore with [bmim*][PF’] 1.95

Isopore with [bmim*][PFy’] 2.70

Nylon with [bmim*][PF,’] 6.07

Conditions: initial solute concentrations, 100 mM; temperature, 30 °C; time, 48 h.

As can be observed in this table, the most suitable supporting organic membranes for
the selective separation of the compounds were Nylon and Isopore. For Fluoropore and
Mitex membranes, the efficiency of the separation was low while the corresponding
value for Durapore was slightly better. Bearing in mind the wettability of the
membranes, it may be concluded that the best results were obtained when
[bmim*][PFs] was supported in the hydrophilic organic membranes (Nylon and
Isopore). This might be explained by the fact that the interactions between the cation
and anion of the ionic liquid and the hydrophilic organic membranes would be higher
than when hydrophobic organic membranes were used as support, thus allowing more
efficient immobilization.

Since the Nylon membrane was seen to be the most suitable supporting membrane,
further studies were conducted with this membrane only.

3.3.2. Effect of the liquid membrane

As a second step, permeability studies of vinyl butyrate, butanol, butyl butyrate and
butyric acid through SLMs based on 1-alkyl-3-methylimidazolium cations (n-butyl,
n-octyl) and the hexafluorophosphate anion (PFs’) supported in Nylon were carried out
in order to investigate the influence of the ionic liquid membrane on solute transport.
Figure 3.4 illustrates the time courses for vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and
butyric acid in the receiving phase using the Nylon membrane without ionic liquid, with
[bmim*][PFs] and with [omim"][PFs ], respectively.

344



3. A novel application of SLMs based on ionic liquids

60

55

50

B
[=]
|

Concentration (mM)
w
o

Vinyl butyrate
1-Butanol

Butyl butyrate
Butyric acid fe)

< >OoO

%
0

o ook

g

>

60

24

55 4

50 +

S
o o
1

Concentration (mM)
5 8 &

Vinyl butyrate
1-Butanol
Butyl butyrate
Butyric acid

o >OO0

erstelels
0 2 4 6 8 24 32 40 48
Operation time (h)
60 [
O  Vinyl butyrate
55+ O 1-Butanol
A Butyl butyrate
50 1 & Butyric acid
45 4

©
a

Concentration (mM)
3 8

8

O

DD
9
o " gg 4

DDD Q A
BBog @ R
2 4 6 8 24 32 40 48

Operation time (h)

Figure 3.4. Time courses for vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric acid in the receiving

phase using the Nylon membrane a) without ionic liquid, b) with

[omim*][PFq].
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As can be seen, significant permeability differences were found for the different
compounds (vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric acid) when ILs were
used as liquid membranes.

The average permselectivity of the Nylon membrane with both supported ILs was
calculated. A higher average permselectivity value (6.07) was obtained for the Nylon
membrane with supported [bmim*][PFs] than for the same membrane with
[omim"][PFs] (2.78), an observation that confirms the better behaviour of the SLM
based on [bmim*][PF¢] for the selective separation of the target compounds.

In order to understand the molecular mechanism involved in the transport phenomena
through the SLM, the partition coefficients of the different compounds between the ILs
([bmim*][PFs ] and [omim*][PFs]) and n-hexane were determined (Table 3.3).

Table 3.3. Partition coefficients of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric acid between the
ionic liquids, [bmim*][PFs] and [omim'][PFs], and n-hexane.

[bmim*][PF¢ )/n-hexane | [omim*][PF4]/n-hexane
Vinyl butyrate 0.47 0.68
1-Butanol 2.46 3.63
Butyl butyrate 0.17 0.35
Butyric acid 1.12 1.57

Compounds with a high IL/hexane partition coefficient (K) were more strongly
adsorbed in the IL.

As can be seen in Figure 3.5, the permeability values were higher for all the compounds
when Nylon with supported [omim*][PFs] was used.
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Figure 3.5. Compared permeabilities of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric acid
through SLMs based the Nylon membrane with supported [bmim*][PFs] and [omim"][PF4].

This may be explained by the fact that the IL/hexane partition coefficient (K) of the
different compounds were higher when [omim"][PFs] was used. By comparing K and
P values for the same SLM, it can be observed that the increase in K values for these
compounds was in agreement with the increase of P values observed for the these
compounds. It may be concluded therefore that transport is mainly regulated by the
ionic liquid’s affinity towards each solute. In the same way, Branco et al. [19] suggested
that the high transport selectivity of a mixture of organic isomeric amines using a SLM
based on ionic liquids could be explained by the affinity of each amine towards the
jonic liquid. The relationship established between P and K suggests that the capability
of a given SLM to separate the target compounds can be assessed simply by evaluating
the partition coefficient of each compound between the receiving /feed phase and the
liquid phase supported in the membrane.

3.3.3. Operational stability

The stability of the SLMs is one of the major limitations of this separation technique
[21]. Therefore, it was of interest to investigate the stability of the Nylon membrane
with supported [bmim*][PFs] and [omim"][PFs]. The stability of the SLMs was tested
by carrying out the transport studies repeateadly using the same SLM. Eight consecutive
runs of 48 h each were performed using fresh hexane solutions for each run in both
compartments.

Figure 3.6 shows the average permselectivity of the membranes as a function of the
number of runs the membrane is used. It is clear from the results obtained that average
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permselectivity remains nearly constant (within experimental error limits) during the
entire course of these experiments. These observations led us to the conclusion that the
loss of liquid membrane phase out of the membrane phase was insignificant under the
experimental conditions.
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Figure 3.6. Operational stability of SLMs based the Nylon membrane with supported [bmim*][PF4] and
[omim*][PF] during eight consecutive runs of 48 h each.

Our findings demonstrate the high operational stability of these SLMs, which could
enable a long-term SLM operation for the separation of the substrates and products of
the transesterification reaction studied. The high stability of SLMs based on ionic liquid
has been also described by Fortunato et al. [21,22] when water was used as
feed/receiving phases.
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3.4. CONCLUSIONS

In this study we outlined the possibility of using SLMs based on ionic liquids for the
selective separation of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric acid, which
are substrates and products of a transesterification reaction. The permeability of these
compounds through SLMs based on [bmim'][PFs] immobilized in five different
polymeric organic membranes was studied. Interestingly, the most suitable supporting
organic membranes for the selective separation of the compounds were Nylon and
Isopore, both of which have a more hydrophilic character. The study was extended to
[omim*][PFs] supported in Nylon in order to investigate the influence of the ionic
liquid membrane on solute transport. Good permeabilities and selectivities were also
found for this SLM.

Additionally, the increase in permeability values was associated with the increase in the
partition coefficients of these compounds between the ILs and n-hexane, which allows
us to conclude that transport is mainly regulated by the ionic liquid’s affinity towards
each solute. The polymeric membranes extensively used in the pharmaceutical
industries separate the solutes or macromolecules based on their molecular size but not
on the structure of the molecules. The greater advantage of the assayed supported liquid
membrane is that they enable the selective separation of the compounds based on their
molecular structure, as is demanding by the current progress of the fine chemical
industry.

Finally, the operational stability of the supported liquid membranes was studied. Eight
continuous cycles of 48 hours each were assayed, and excellent operational behaviour

was observed.

The results of this study are quite encouraging and suggest that the designed SLMs
might be incorporated in future reaction/separation processes.
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3.5.NOMENCLATURE

K

Vi
Vi
Ch (0)

Chu

NS

2o

partition coefficient (adimensional)
volume of the hexane phase (mL)

volume of the ionic liquid phase (mL)

solute concentration in the hexane phase before the extraction process (mol - L)

solute concentration in the hexane phase after the extraction process (mol - L™)

flux of solute (mol- cm - s'l)

permeability of the membrane (cm - s™)

permeability of the membrane to the compound A (cm - s™)

permeability of the membrane to the compound B (cm - s™)

solute concentration in the feed phase (mol - L

solute concentration in the receiving phase (mol - L")
moles of solute in the receiving phase (mol)

membrane area (sz)

time (s)

volume of the feed phase (mL)

volume of the receiving phase (mL)

volume of the compartments (mL)

initial solute concentration in the feed phase (mol - L

permselectivity of the membrane (adimensional)

average permselectivity of the membrane (adimensional)
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Prediction of the selectivity in the recovery of
transesterification reaction products using
supported liquid membranes based on ionic
liquids

Previously, we reported the selective simultaneous separation of the substrates and
products of a transesterification reaction (vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate
and butyric acid) through supported liquid membranes (SLMs) based on ionic
liquids (ILs) and concluded that transport of the compounds was mainly regulated
by the affinity of the ionic liquid towards each solute.

In this work, further studies were conducted in order to elucidate the molecular
mechanism involved in the transport phenomena. With this aim, the permeability of
sixteen different organic compounds (vinyl esters, aliphatic esters, alcohols and
carboxylic acids) through SLM based on ionic liquids ([bmim*][PF¢] and
[omim*][PF¢]) and the partition coefficients of the compounds between each ionic
liquid and the feed/receiving phase were evaluated. A clear relationship between
the permeability of the compounds and the partition coefficient of the compounds
between the ionic liquid and the feed/receiving phase was established. This
relationship allows the easy prediction of the capability of a given SLM based on
IL to separate two compounds by simply evaluating the partition coefficient of
each compound between the ionic liquid and the feed/receiving phase and the
molar volume of each compound at its boiling point.



4. Prediction of the selectivity in the recovery of products using SLMs based on ILs

4. PREDICTION OF THE SELECTIVITY IN THE RECOVERY OF
TRANSESTERIFICATION REACTION PRODUCTS USING SUPPORTED
LIQUID MEMBRANES BASED ON IONIC LIQUIDS

4.1. INTRODUCTION

The supported liquid membrane (SLM) technique is one of several novel approaches for
selective extraction and enrichment of organic compounds. SLMs consist of porous
supports whose pores are filled with a liquid. The advantages of SLMs over
conventional solvent extraction processes include the simplicity of operation,
economical utilization of the extractant and lack of solvent entrainment. Despite these
advantages, their industrial applications are limited because of problems related with the
stability and lifetime of SLMs, which are in general too low to ensure good commercial
application [1-2].

Supported liquid membranes with conventional solvents eventually deteriorate due to
liquid vaporization, dissolution into a contacting phase and displacement from the
porous structure under low-pressure gradient. In addition, the solvents generally used
for liquid membrane processes are flammable, volatile and toxic, and their use can lead
to environmental and safety risks. One promising alternative is to use ionic liquids as
supported liquid phase.

Ionic liquids (ILs) are emerging as alternative green solvents to the volatile organic
compounds normally used in separation processes [3-6]. They are organic salts that are
liquid close to room temperature and usually consist of an organic cation, the most
commonly used being dialkylimidazolium and tetraalkylammomiun, and a polyatomic
inorganic anion (e.g. BFs, PF¢) [7]. Due to their non-measurable vapour pressure,
combined with the greater capillary force associated with their relatively high viscosity
and the possibility of minimizing their solubility in the surrounding phases by adequate
selection of the cation and anion [8], it is possible to obtain very stable and
environmentally friendly supported liquid membranes using ionic liquids as supported
liquid phase.

The supported liquid membrane (SLM) technique has been used as alternative to liquid-
liquid extraction and other membrane separation techniques for the effective and
selective isolation and separation of many classes of compounds, e.g. metal ions [9],
organic acids [10], amines [11] and sugars [12]. Recently, we evaluated the potential of
using SLMs with ILs for selective separation of the substrates and products of a
transesterification reaction (vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric acid),
for possible use in future integrated reaction/separation proceses [13]. Transport
selectivity was dramatically increased when hydrophilic membranes were used with
supported ionic liquid, especially in the case of polyamide membranes (Nylon). As
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regards the operational stability of these SLMs, they were seen to be extremely stable
when tested over eight continuous cycles of 48 hours each [13,14]. In addition, a
relationship between the permeability values for the different organic compounds and
the partition coefficients of the organic molecules between the feed/receiving phase and
the IL was observed [13]. This observation led us to further investigate the molecular
mechanism involved in the transport phenomena. With this aim, the permeability of
different vinyl esters, aliphatic esters, alcohols and carboxylic acids through ILs
based on the 1-n-alkyl-3-methylimidazolium cation (n-butyl, n-octyl) and PFs anion
immobilized in polyamide membranes (Nylon) was analyzed, with particular attention
paid to evaluating the influence of the alkyl chain length and functional group of the
compounds on the permeability values. Furthermore, the partition coefficients of the
compounds between the IL and the feed/receiving phase were determined and a
relationship between this parameter and the permeability has been also established.

4.2. MATERIALS AND METHODS

4.2.1. Reagents and membranes

A hydrophilic polyamide membrane (Nylon® HNWP, Millipore) was used as
supporting membrane. The membrane nominal pore size and thickness were 1,=0.45 um
and 1=170um, respectively.

The imidazolium-based ionic liquids used in this study, 1-butyl-3-methylimidazolium
hexafluorophosphate, [bmim*][PFs ] and 1-octyl-3-methylimidazolium
hexafluorophosphate, [omim*|[PFs], were purchased from Solvent Innovation (purity
> 99%). Substrates, solvents and other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich-
Fluka Chemical Co., and were of the highest purity available.

4.2.2. Preparation of supported liquid membranes

Immobilization was conducted by placing the membrane in a 10 ml Amicon

ultrafiltration unit and adding 3 mL of ionic liquid. Nitrogen pressure at 2 bar was
applied, enabling the ionic liquid to flow through the pores of the membrane. The
pressure was released once a thin layer of ionic liquid was left on the upper surface of
the membrane. This procedure was repeated three times to ensure that all membrane
pores were filled with liquid since the ionic liquids used are quite viscous. Then, the
membrane was left to drip overnight to remove excess ionic liquid from the membrane
surface.
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4.2.3. Transport studies

The transport of different vinyl esters, aliphatic esters, alcohols and carboxylic acids
through the SLMs was evaluated. The transport studies were performed at 30 °C using a
glass diffusion cell with two independent compartments, of 30 mL each, separated by
the SLM (Figure 4.1). O-rings were inserted on each side of the SLM. The entire
assembly was held together by a threaded connector.

e B S

1

—]
Feed phase Receiving phase]
>
[4 o] | o]

Figure 4.1. Schematic illustration of the glass diffusion cell set up with two independent compartments
used for experiments: 1) feed solution containing solutes; 2) receiving solution containing fresh solvent;
3) supported liquid membrane; 4) magnetic stirrer; 5) septum.

In each experiment, the initial solute concentrations in the feed phase were 100 mM in
n-hexane. n-Hexane was used as a receiving solution in all cases. The transport
experiment was begun by adding 30 mL of each solution into their respective
compartments. Both compartments were mechanically stirred to avoid concentration
polarization conditions at the membrane interfaces. The solute concentrations were
monitored by sampling 100 puL of each compartment at regular time intervals during
48 h. An hexane solution of an internal standard (100 puL, 60 mM) and n-hexane
(800 uL) were added to the sampling vials and the resulting solution (5 puL) was
analyzed by GC as described below.

4.2.4. Determination of the partition coefficients of the compounds between the
ionic liquids and n-hexane

The partition coefficient of the compounds between the ILs and an hexane solution was
determined by the flask-shake method. The composition of the organic phase before and
after shaking with the IL phase was analysed by GC as described below. Eq.(4.1) was
used to calculate the partition coefficients:

K= | S0 =Cuis |V 4.1)
C Vi

H(t)
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where Cyyo) and Cyy,) are the measured concentrations of the solute in the hexane donor
phase before and after the extraction process, respectively, and Vg and Vi are the
volumes of the hexane phase and the IL phase, respectively.

4.2.5. GC analysis

GC analysis was performed with an Agilent 6890 N instrument equipped with FID
detector and a Nukol™ capillary column (15m X 0.53mm x 0.5um, Supelco).
Four chromatographic conditions were used to analyse all the compounds.

Chromatographic conditions 1: carrier gas (N,) at 1 psi; temperature program: 25 °C,
4 min; 20 °C/min, 190°C; split ratio: 7.9/1; detector: 220 °C. Retention times of the
peaks: methyl acetate, 2.0 min; vinyl acetate, 2.5 min; methanol, 2.9 min; ethyl
propionate (internal standard), 3.5 min; and acetic acid 10.9 min.

Chromatographic conditions 2: carrier gas (N;) at 1.5 psi; temperature program: 30 °C,
4 min; 7 °C/min, 135°C; split ratio: 7.9/1; detector: 220 °C. Retention times of the peaks:
methyl propionate, 2.5 min; vinyl propionate, 3.4 min; 1-propanol, 5.5 min; butyl
propionate (internal standard), 7.9 min; and propionic acid 17.4 min.

Chromatographic conditions 3: carrier gas (N;) at 1.5 psi; temperature program: 40 °C,
4 min; 5 °C/min, 135°C; split ratio: 7.9/1; detector: 220 °C. Retention times of the peaks:
vinyl butyrate, 3.0 min; 1-butanol, 6.3 min; butyl butyrate, 8.8 min; ethyl hexanoate
(internal standard), 9.4 min; and butyric acid 21.6 min.

Chromatographic conditions 4: carrier gas (N;) at 2.5 psi; temperature program: 40 °C,
0 min; 15 °C/min, 170°C; 170 °C, 9 min; split ratio: 7.9/1; detector: 220 °C. Retention
times of the peaks: ethyl hexanoate (internal standard), 3.3 min; 1-octanol, 6.1 min;
ethyl decanoate, 6.8 min; vinyl laurate, 8.3 min; and lauric acid 22.5 min.

4.2.6. Calculation of permeability

Solute transport was analyzed by the permeability parameter ( P ), which was calculated
using Eq. (4.2) [13], from the slope of the plot of In [ (Cy-2 C,)/ Cy ] versus t:

h{(co - 2C, )} _-2PA 42)
C, %

where Cy is initial solute concentration in the feed phase (mol - L'l), C, is the solute
concentration in the receiving phase (mol - L'l), A is the membrane area (sz) and Vis
the volume of the compartments (mL).

357



4. Prediction of the selectivity in the recovery of products using SLMs based on ILs

4.3. RESULTS AND DISCUSSION

4.3.1. Transport studies

The permeability of sixteen different compounds involved in transesterification
reactions (vinyl esters, alcohol, aliphatic esters and carboxylic acids) through supported
liquid membranes based on 1-butyl-3-methylimidazolium
hexafluorophosphate,[bmim*][PF¢ ], and 1-octyl-3-methylimidazolium
hexafluorophosphate, [omim*][PFs], immobilized in Nylon membranes was studied.
Nylon was used as organic supporting membrane because in previous works [13,14], it
was shown to be the most suitable. Control experiments were performed with plain
membranes (Nylon without ionic liquids immobilized in the membranes).

The experimental concentrations of the different organic compounds in the feed and
receiving phases as a function of run time were monitored, using the concentrations in

the receiving phase to calculate the individual permeability ( P ) of the species. In this
way, the permeability values were calculated from the slopes of the plot of
In [ (Co-2 C,)/ Cyp ] for each compound versus ¢ using Eq. (4.2). As an example,
Figure 4.2 shows the plots used to calculate the permeabilities of four compounds (vinyl
butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric acid) through the Nylon membrane with
supported [omim*][PF].

Ln[(C,-2C,)/C,]

Butyl butyrate
Butyric acid
Vinyl butyrate
1-Butanol

ooo D

-0.8

] 5 10 15 20 25
Operation time (h)

Figure 4.2. Plots of In[(C(-2C,)/Cy] vs. operation time for the transport of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl
butyrate and butyric acid through Nylon membrane with supported [omim*][PF¢].
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The permeability values for each compound through the different membranes with and
without ionic liquid are presented in Table 4.1.

Table 4.1. Permeability of sixteen different organic compounds (vinyl esters, aliphatic esters, alcohols
and carboxylic acids) through a plain Nylon membrane and through Nylon membranes with supported
[bmim*][PFs] and [omim'][PFs].

Permeability of compounds X 10 ®(cm/s)

Nylon without Nylon with Nylon with
ionic liquid [bmim*][PF,’] [omim*][PF¢]

Vinyl acetate (C,HcO,) 592.5 39.9 49.8
Vinyl propionate (CsHgO,) 504.2 7.9 16.9
Vinyl butyrate (CcH;(O,) 294.5 3.8 10.2
Vinyl laurate (C,4H,60,) 293.0 1.9 0.5

Methyl acetate (C;HgO,) 756.5 57.5 72.0
Methyl propionate (C4HgO,) 582.4 12.8 25.7
Butyl butyrate (CsH;c02) 323.2 0.9 4.2
Ethyl decanoate (C{,H,40,) 289.0 1.8 0.8
Metanol (C;H,0) 376.1 251.8 178.5
1-Propanol (C;HgO) 444.2 29.3 37.3
1-Butanol (C,H,,0) 2753 14.7 24.5
1-Octanol (CgH;50) 226.6 3.8 3.8
Acetic acid (C,H40,) 546.1 96.3 72.1
Propionic acid (C3H¢O,) 392.0 11.5 14.9
Butyric acid (C4H30,) 296.9 6.6 8.7
Lauric acid (C,H,0,) 1974 3.3 1.9

Conditions: initial solute concentrations, 100 mM; temperature, 30 °C; time, 48 h.
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As regards the permeability values, they were appreciably higher in the plain
membranes than in the supported liquid membranes. This could be explained by the
fact that the liquid membranes introduce an additional mass-transfer resistance for the
transport of the compounds. However, no appreciable permeability differences between
the organic compounds were observed with the plain membranes, suggesting that such
membranes can not be used for selective separation of the target compounds. The
situation changed dramatically when [bmim*][PFs] or [omim][PFs] was supported in
the polymeric membranes, and substantial differences in permeability between the
different compounds were now seen due to the fact that the ionic liquid offers different
mass transfer resistence for each compound.

The influence of the ionic liquid in the permeability values can be appreciated by
comparing the permeability values for identical organic molecules. As can be observed
in Table 4.1, the permeability values obtained for the supported liquid membrane based
on [omim"][PFs] were higher than that obtained when [bmim"][PFs] was immobilized
in the Nylon membrane, which means that an increase in the alkyl chain length of the
ionic liquid cation results in an increase in the permeability values.

To evaluate the effect of the alkyl chain length of the different organic compounds for
the same functional group on transport through the SLMs based on ionic liquids, the
permeability values of these compounds were represented as a function of their alkyl
chain length (Figure 4.3).
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Figure 4.3. Effect of the alkyl chain length of the different organic compounds on the transport through
the SLMs based on ionic liquids.

As can be seen from Figure 4.3, the permeability values of the compounds through
SLMs based on [bmim"][PFs] and [omim"][PFs] were enhanced by the decrease in
alkyl chain length of these compounds, for the same organic functional group.

In addition, as can be observed from Figure 4.3, the permeability values of
compounds with the same number of carbon atoms and different organic functional
groups were as follows: esters > alcohols > acids. Furthermore, differences in
permeability between these compounds increased with decreasing alkyl chain length.
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4.3.2. Prediction of the permeability values of the compounds using the ionic
liquid/hexane partition coefficient

A relationship between the permeability values of several compounds (P ) and the
partition coefficient of these compounds between the liquid phase immobilized in the
membrane (e.g. ionic liquid) and the feed/receive phase (K) has been observed by
several authors [8,13], finding that the increase in the K values for the compounds was
reflected in an increase in the P values for the same compounds.

In order to understand this relationship between P and K values, the partition
coefficients of the different organic compounds between the IL ([bmim"][PFs] or
[omim*][PFs]) and n-hexane (feed and receive phases) were determined (Table 4.2).
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Table 4.2. Partition coefficients of sixteen different organic compounds (vinyl esters, aliphatic esters,
alcohols and carboxylic acids) between the ionic liquids, [bmim*][PFs] and [omim*][PFs], and

n-hexane.

Compound

[bmim*][PF}/n-hexane [omim*][PF]/n-hexane

Vinyl acetate (C4H¢O,) 1.57 1.42
Vinyl propionate (CsHgO,) 0.73 1.15
Vinyl butyrate (C¢H;00,) 0.47 0.68
Vinyl laurate (C,4H,60,) 0.03 0.10

Methyl acetate (C;HgO,) 2.82 2.33
Methyl propionate (C4Hg0,) 1.28 1.77
Butyl butyrate (CgH,;502) 0.17 0.35
Ethyl decanoate (C{,H,40,) 0.03 0.17
Metanol (C;H,0) 30.51 19.09
1-Propanol (C;H3zO) 5.10 6.39
1-Butanol (C4H,;(O) 2.46 3.63
1-Octanol (CgH;50) 0.18 1.36
Acetic acid (C,H,0,) 12.17 5.81
Propionic acid (C3H40,) 2.66 2.43
Butyric acid (C4H30,) 1.12 1.57
Lauric acid (C1,H»40,) 0.04 0.28

By definition, compounds with a higher ILL/hexane partition coefficient (K) were more
strongly adsorbed in the IL.

First, the influence of the alkyl chain length of the different organic compounds on the
K values was evaluated (Figure 4.4). As can be seen in Figure 4.4, the IL/hexane
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partition coefficient (K) of the different compounds decreased as the alkyl chain length
of the compounds increased, for the same functional group, and the K values were
higher when the ionic liquid used was [omim*][PFs] than when [bmim*][PFs] was
used. The same behaviour was observed for the P values (Figure 4.3). Furthermore, by
comparing K and P values for the same ionic liquid, it can be observed that the
increase in K values for a specific compound was in agreement with the increase of P

values observed for the same compound. These results indicate that there is a clear
relationship between P and K.
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Figure 4.4. Effect of the alkyl chain length of the different organic compounds on the IL/hexane partition
coefficients of the compounds.
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In order to elucidate the mathematical relationship between P and K, the mechanism of
solute transport was analysed. Solute transport is attributed to the concentration gradient
existing between the feed and receiving phases, so the flux of the organic species is
assumed to be given by the Fick first’s law. Under the hypothesis of non-concentration
polarization conditions at the membrane interfaces, since both compartments were
vigorously stirred, the transport process of the solute from the feed phase to the
receiving phase involves five consecutives steps (Figure 4.5):

1.- Forced convection from the bulk of the feed solution to the feed-membrane
interface.

2.- Partition of the substrates between the n-hexane of the feed phase (C¢) and the IL
immobilized in the organic membrane (Cg;).

3.- Diffusion across the liquid membrane to the membrane-receiving interface under the
action of the concentration gradient.

4.- Partition of the substrates between the IL immobilized in the organic membrane
(C,i) and the n-hexane of the receiving phase (C,).

5.- Forced convection from the membrane-receiving interface to the bulk of the
receiving phase.

FEED PHASE SLM RECEIVING PHASE

Figure 4.5. Schematic drawing of the concentration profile in a supported liquid membrane (SLM)
process.

Assuming no accumulation of the solutes in the membrane and liquid films, the overall
equation of the permeation is:

J= P(Ci-C) (4.3)
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where J is the mass flux of solute, P is the permeability of the membrane and C, and
Cy are the concentrations of the solute in the receiving and feed phases, respectively.

As the concentration of the solute in the feed (Cy) and receiving phase (C;) and the
concentration in the ionic liquid interfaces (Cg and C;) are related through the partition
coefficient of the compounds between the ionic liquid and n-hexane as indicated in
Eq.(4.4):

C, C

K= == 4.4
e (4.4)
Combining Egs. (4.3) and (4.4) yields Eq. (4.5):
P(C,-C,
y= LG C) (4.5)

K

According to Fick first’s law, Eq.(4.6) represents the local mass flux (J,,) inside the
liquid membrane:
_(C,—-C,
J, =D % (4.6)

where D is the diffusion coefficient of the diffusant inside the liquid film, [ is the
diffusional path through the membrane and C; and C,; are the concentrations of the
organic compound at the feed and receiving interface, respectively, and are equal to the
solubility of the compound in the liquid when the thermodynamic equilibrium is
reached at the interfaces.

According to the mass balance:
Jo=J 4.7)

Substituting Eq.(4.5) and Eq.(4.6) into Eq.(4.7) and rearranging the equation is obtained
obtained gives:

P = KZ—D 4.8)

As can be seen from Eq.(4.8), the permeability of a specific compound can be expressed
in terms of the partition coefficient of this compound between the liquid membrane
phase (ionic liquid) and the feed/receiving phase (n-hexane), the diffusion coefficient
and the thickness of the membrane. The Eq.(4.8) shows mathematically the
experimental relationship found between the permeability and the partitions
coefficients.
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The diffusion coefficient into the ionic liquid phase can be calculated by the empirical
Wilke—Chang equation, with the bulk diffusion coefficient defined as:

s 10.5M 0.5 T
77V 0.6

m

D= 7.4-10 4.9)

where M, y and 5 are the molecular weight (g-mol), the association parameter and the
viscosity (cP) of the solvent (ionic liquid), respectively. V, is the molar volume of the
diffusant (solute) at its boiling point (cm3 mol'l) and T is the temperature (K).

The Wilke-Chang equation can be substituted in the Eq.(4.8), yielding Eq.(4.10):

K

P = CV 0.6

(4.10)

where C is a constant term at a fixed temperature for each supported liquid membrane
(Eq.(4.11)):

0.5 0.5
C=74.708 X M T 4.11)

nl

As can be seen in Eq.(4.10), the permeability can be expressed in terms of the partition
coefficient (K) and the molar volume of the diffusant (V,,) for each supported liquid
membrane. With the aim of checking Eq.(4.10), the permeability values of the different

organic compounds for each supported liquid membrane were plotted versus % . The
V.

molar volumes of the different compounds (V) were obtained from a commercial
simulation package HYSYS and are shown in Table 4.3.
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Table 4.3. Molar volumes of the different compounds at their boiling point (V) obtained from a
commercial simulation package HYSYS.

Compound Vi (cm™ mol'l)

Vinyl acetate (C4H¢O,) 99.6
Vinyl propionate (CsHgO,) 134.7
Vinyl butyrate (C¢H;¢0,) 173.1
Vinyl laurate (C,4H,50,) 353.7

Methyl acetate (C;HgO,) 84.2
Methyl propionate (C4;HgO,) 104.8
Butyl butyrate (CgH,;502) 218.66
Ethyl decanoate (C{,H,,0,) 307.2
Metanol (C;H,0) 43.1
1-Propanol (C;H3zO) 84.6
1-Butanol (C,H,,0) 102.9
1-Octanol (CgH;50) 194.3
Acetic acid (C,H40,) 63.6
Propionic acid (C3H¢O,) 86.6
Butyric acid (C4H30,) 1104
Lauric acid (C;,H,40,) 314.6
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Figure 4.6 shows the plot of the permeability values of the different organic compounds

versus —— for the SLMs based on [bmim"][PF¢ ] and [omim™][PF¢].
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Figure 4.6. Plot of the permeability values of the different organic compounds versus v for the
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m

SLMs based on [bmim*][PFs] and [omim*][PFs].

As can be seen, a straight-line passing through the origin with a slope of C was

obtained, showing that the relationship between P and K and V ,, has been adequately
established. This relationship allows the easy prediction of the capability of a given
SLM to separate two compounds by simply evaluating the partition coefficient of each
compound between the liquid phase supported in the membrane and the feed/receiving
phase and the molar volume of each compound at its boiling point. So, the selectivity of
the transport of two compounds with different K and V ,, values through a SLM based
on IL could be estimated as follows:

i 4.12)

where K; and K, are the partition coefficient of the compounds 1 and 2 between the IL
and n-hexane, respectively, and V,,; and V,,; are the molar volumes of compounds 1 and
2, respectively.
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4.4. CONCLUSIONS

The permeability of sixteen different organic compounds (vinyl esters, aliphatic esters,
alcohols and carboxylic acids) through SLM based on ionic liquids ([bmim*][PFs] and
[omim*][PFs]) was analysed. Significant permeability differences between the organic
compounds was obtained in all cases. It was observed that the permeability value of a
given compound was higher when [omim*][PFs] was used as liquid membrane phase
than when [bmim*][PFs] was used. Furthermore, an important influence of the alkyl
chain length of the compounds containing the same organic functional group on the
permeability values of the compounds was observed, the values of this parameter
diminishing with increasing alkyl chain length of the compounds.

To better understand the molecular mechanism involved in the transport phenomena,
the partition coefficients of the compounds between each ionic liquid and the
feed/receiving phase was evaluated. A relationship between the permeability and the
partition coefficients was established based on the Wilke-Chang equation. The obtained
relationship allows the easy prediction of the capability of a given SLM based on IL to
separate two compounds by evaluating the partition coefficient of each compound
between the ionic liquid and the feed/receiving phase and the molar volume of each
compound at its boiling point.
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4.5. NOMENCLATURE

Vu
Vi
Ch 0)

Chu

NEENER Togs YT 200000 %

partition coefficient (adimensional)

volume of the hexane phase (mL)

volume of the ionic liquid phase (mL)

solute concentration in the hexane phase before the extraction process (mol - L™)

solute concentration in the hexane phase after the extraction process (mol - L™)

permeability of the membrane (cm - s™)

initial solute concentration in the feed phase (mol - L

solute concentration in the feed phase (mol - L

solute concentration in the receiving phase (mol - L)

solute concentration in the membrane-feed interface (mol - L'l)
solute concentration in the membrane-receiving interface (mol - L
membrane area (sz)

time (s)

volume of the compartments (mL)

mass flux of solute (mol- cm ™2 - s'l)

mass flux of solute inside the liquid membrane (mol- cm 2.5
diffusion coefficient of the diffusant inside the liquid film (cm* s™)
diffusional path through the membrane (cm)

molecular weight of the ionic liquid (g - mol™)

association parameter of the ionic liquid (adimensional)

viscosity of the ionic liquid (cP)

molar volume of the solute at its boiling point (cm’- mol™)

temperature (K)
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On the importance of the nature of the ionic
liquids in the selective simultaneous separation of
the substrates and products of a
transesterification reaction through supported
ionic liquid membranes

Previously, we reported the selective simultaneous separation of the substrates and
products of a transesterification reaction (vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate
and butyric acid) through supported liquid membranes (SLMs) based on two ionic
liquids (ILs): I-butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate, [bmim"]J[PFg ],
and 1-octyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate, [omim™ ][PF{].
The significant differences observed in the selectivity values, attributed to the
different nature of the ionic liquid phase used, led us to further investigate this
matter.

In this work, six ionic liquids were tested as liquid phase in SLMs for the selective
separation of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric acid. The
influence of the IL as liquid phase in the resulting SLMs was analyzed measuring
the values of permeability for each organic compound through the SLMs.
In all cases, significant permeability differences between the organic compounds
were obtained. The hydrophilic/hydrophobic character of the IL used, measured by
the octanol-water partition coefficients (K,,,), was found to be a key parameter for
the selective behaviour of the SLM. It was observed that an increase in the K,,, of
the ionic liquid resulted in a higher separation efficiency of the resulting SLM.
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S. ON THE IMPORTANCE OF THE NATURE OF THE IONIC LIQUIDS IN
THE SELECTIVE SIMULTANEQOUS SEPARATION OF THE SUBSTRATES
AND PRODUCTS OF A TRANSESTERIFICATION REACTION THROUGH
SUPPORTED IONIC LIQUID MEMBRANES

5.1. INTRODUCTION

Supported liquid membranes (SLMs) is a novel and promising technique for the
selective separation of organic compounds involved in pharmaceutical and fine
chemical synthesis [1-6]. Their main advantages over conventional solvent extraction
processes, such as simplicity of operation or economical utilization, are lessened by
their well-known disadvantages relating to stability and lifetime [7,8], which are too
low to enssure feasible commercial application. For this reason, the characteristics and
application of ILs which can be used as solvents capable of stabilizing SLM have
received growing attention during recent years [9-11]. Ionic liquids, which are liquid
close to room temperature, normally consist of an organic cation, the most commonly
used being dialkylimidazolium and tetraalkylammomiun salts, and a polyatomic
inorganic anion (e.g. BF4, PF¢) [12]. Due to their non-measurable vapour pressure,
combined with the greater capillary force associated with their relatively high viscosity
and the possibility of minimizing their solubility in the surrounding phases by the
adequate selection of the cation and anion [2], it is possible to obtain very stable and
environmentally friendly supported liquid membranes using ionic liquids as supported
liquid phase.

Recently, we reported the selective simultaneous separation of the substrates and
products of a transesterification reaction (vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and
butyric acid) using SLMs based on two ionic liquids (ILs): 1-butyl-3-
methylimidazolium hexafluorophosphate, [bmim*][PF¢ ], and 1-octyl-3-
methylimidazolium hexafluorophosphate, [omim*][PFg] [13]. These SLM showed high
operational and structural stability [13,14]. Significant differences in the selectivity
values between both SLMs were observed, which led us to further investigate the effect
of the nature of the ionic liquid used as liquid phase on the selectivity of the resulting
SLM. In this work, six ionic liquid with different cation and anion compositions (see
Figure 5.1) were tested as liquid phase in SLMs for the separation of vinyl butyrate, 1-
butanol, butyl butyrate and butyric acid. The different cation and anion compositions of
these ILs are reflected in their different hydrophilic/hydrophobic character, therefore,
this parameter was also determined by the octanol-water partition coefficient (Koy).
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/@\ R=(CH,)3CH3 1-butyl-3-methylimidazolium (bmim™)

HaC \/N\R R=(CH,);CH; 1-octyl-3-methylimidazolium (omim*)

F F °
FoLF b CENZANPE
F7IF I I il

F F o o

Hexafluorophosphate (PFg") Tetrafluoroborate (BF;)  Bis{(trifluoromethyl)
sulfonyl}imide (NTfy")

Figure 5.1. Ions involved in the assayed ionic liquids.

5.2. MATERIALS AND METHODS

5.2.1. Reagents and membranes

A polymeric membrane of 25 mm diameter from Millipore S.A. (Madrid, Spain) was
used as supporting membrane, with the following specifications: Nylon® HNWP -
hydrophilic polyamide membrane- with a pore size of 0.45 pm and thickness of 170um.
The ionic liquids 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate, [bmim"][PFs
(purity>99%),  1-octyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate, [omim"][PFg
(purity>99%), 1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate, [bmim"][BF,4
(purity>99%), I-octyl-3-methylimidazolium  tetrafluoroborate, [omim*][BF;
(purity>99%) were purchased from Solvent Innovation GmbH (Cologne, Germany).
1-Butyl-3-methylimidazolium  bis{(trifluoromethyl)sulfonyl }Jimide, [bmim*][TfN;]
(purity >99%) was purchased from Sigma-Aldrich-Fluka Chemical Co. (Madrid, Spain)
and 1-octyl-3-methylimidazolium bis{(trifluoromethyl)sulfonyl }imide, [omim*][TfN;]
(purity >99%) from Merck KgaA (Darmstadt, Germany). Substrates, solvents and other
chemicals were purchased from Sigma-Aldrich-Fluka Chemical Co. (Madrid, Spain),
and were of the highest purity available.

]
]
]
]

5.2.2. Preparation of supported liquid membranes

Immobilization was conducted by placing the membrane in a 10 ml Amicon

ultrafiltration unit and adding 3 mL of ionic liquid. Nitrogen pressure at 2 bar was
applied, and the ionic liquid flowed through the pores of the membrane. The pressure
was released once a thin layer of ionic liquid was left on the upper surface of the
membrane. This procedure was repeated three times to ensure that all the membrane
pores were filled with liquid since the ionic liquids used are quite viscous. Then, the
membrane was left to drip overnight to remove excess ionic liquid from the membrane
surface.
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5.2.3. Transport studies

The transport of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric acid through the
SLMs was evaluated. The transport studies were performed at 30 °C using a glass
diffusion cell with two independent compartments, with 30 mL each, separated by the
SLM (Figure 5.2). O-rings were inserted on each side of the SLM. The entire assembly
was held together by a threaded connector.

- .

1

[ —
Feed phase Receiving phase]
-
[4 o] | o]

Figure 5.2. Schematic illustration of the glass diffusion cell with two independent compartments used
for experiments: 1) feed solution containing solutes; 2) receiving solution containing fresh solvent;
3) supported liquid membrane; 4) magnetic stirrer; 5) septum.

In each experiment, the initial solute concentrations in the feed phase were 100 mM in
n-hexane. n-Hexane was used as a receiving solution in all cases. The transport
experiment was begun by adding 30 mL of each solution into their respective
compartments. Both compartments were mechanically stirred to avoid concentration
polarization conditions at the membrane interfaces. The solute concentrations were
monitored by sampling 100 UL of each compartment at regular time intervals over
48 h. A hexane solution of ethyl hexanoate (internal standard) (100 pL, 60 mM) and n-
hexane (800 uL) were added to the sampling vials and the resulting solution (1 mL) was
analyzed by GC as described in section 2.5.1.

Solute transport was analyzed by the permeability parameter (P ), which was calculated
using Eq. (5.1) [13], from the slope of the plot of In [ (Cy-2 C,)/ Cy | versus t:

ln{(co - 2C, )} _-2PA 5.1)
C, %

where Cy is initial solute concentration in the feed phase (mol - L'l), C, is the solute
concentration in the receiving phase (mol - L'l), A is the membrane area (sz) and Vis
the volume of the compartments (mL).
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Furthermore, the average permselectivy (r}_’ ) of the membrane [13] was determined as
a numerical criterion to compare the ability of the different membranes to separate the
target compounds (Eq. 5.2).

rP=- with rP;>1 (5.2)

where rP; is the membrane permselectivity between two compounds (e.g. 1-butanol and
vinyl butyrate) and »n is the number of possible pairs of different compounds. rP; can be
expressed as follows:

rPl- = (53)

w® ||::°|

This parameter indicates the efficiency of the membrane in separating the compounds:
the higher rP , the more selective it is in separating the target compounds.

5.2.4. Determination of the octanol-water partition coefficients of the ionic liquids

The partition coefficients of the assayed ionic liquids between octanol and water were
evaluated. Two currently used methods for measuring the octanol-water partition
coefficient are the shake-flash method and the slow-stirring method [15]. The former
has the disadvantage that equilibrium attainment is not guaranteed, while the slow-
stirring method can not be appropriate for ionic liquids, since some of them after
continuous contact with water for a long period of time may decomposed.
Consequently, we developed a combined version of both methods.

The experimental setup consisted of a 22 mL glass vial with an open-top screw cap
sealed with a silicone/Teflon septum (Figure 5.3).
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Octanol/IL
sampling Water/IL
sampling

«f— Octanolrich

phase

«f— Water-rich

phase

Figure 5.3. Experimental setup used for the determination of the octanol-water partition coefficients of
the ionic liquids.

Approximately 10 mL of distilled, deionized water, presaturated with 1-octanol was
added to the glass vial. A 12 gauge Teflon tube was introduced into the vial, reaching
just below the water surface. Approximately 10 ml of octanol-IL “stock™ solution,
consisting of 1-octanol, presaturated with water and containing a known concentration
of IL (1 mM), was added to the vial. The vial was shaken vigorously for 5 minutes and
maintained at 30°C in a thermostatic bath without stirring. Samples were taken from the
octanol-rich phase by penetrating the silicone septum with a glass syringe with a
stainless-steel needle. Samples were withdrawn from the water-rich phase by inserting
the needle through the Teflon tubing directly into the aqueous phase to prevent octanol
contamination. Samples of each phase were taken from the vials during at least three
sampling events occurring over a 3 to 13 day period. Sampling ceased when the
concentrations in both phases stabilized. The IL concentration in each phase was
analysed by UV-VIS as described in section 5.2.5.2. Determinations were made in
triplicate to ensure the repeatability of the tests and the mean values are reported.

The octanol-water partition coefficient was calculated by the Nernst distribution law,
Eq. (5.4), assuming “infinite dilution” conditions of the ILs in both phases:

c?
Kow = Ciw 5.4

where C;° is the molar concentration of the IL dissolved in the octanol-rich phase, and
C;" is the molar concentration of the IL dissolved in the water-rich phase.
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5.2.5. Analvtical methods

5.2.5.1. GC analysis

The concentration of the organic compounds in the hexane solutions was measured by
GC analysis using an Agilent 6890 N instrument equipped with FID detector and a
Nukol™ capillary column (15m x 0.53mm x 0.5um, Supelco). The chromatographic
conditions were as follows: carrier gas (N) at 13.0311 x 10° Pa (1.89 psi) (51 mL /min
total flow); temperature program: 40 °C, 4 min; 5 °C/min, 135°C; split ratio: 7.9/1;
detector: 220 °C. The retention times of the peaks were as follows: vinyl butyrate, 3.0
min; 1-butanol, 6.3 min; butyl butyrate, 8.8 min; ethyl hexanoate (internal standard), 9.4
min; and butyric acid 21.6 min. Concentrations were calculated from calibration curves
using stock solutions of pure compounds.

5.2.5.2. UV-VIS analysis

The concentration of the ionic liquids in octanol and water was measured by UV-VIS
spectrophotometry using a ThermoSpectronic UV-VIS recording spectrophotometer
(HeAios o), which has a sensitivity of £0.001. A calibration curve was prepared for the
different ionic liquids at their maximum absorbance wavelength (212 nm),
corresponding to the absorbance of the imidazolium ring of the assayed ionic liquids.

5.3. RESULTS AND DISCUSSION

5.3.1. Octanol-water partition coefficients

The octanol-water partition coefficients of the following ILs were determined:
[bmim*][PFs], [omim'][PFs], [bmim*][BFs], [omim*][BFs], [bmim*][NTf,] and
[omim*][NTf,]. Before determining the octanol-water partition coefficients of these
ILs, the experimental technique developed for measuring this parameter need to be
validated. The compound chosen to validate the method was benzaldehyde, with a well-
known log (Kow) = 1.48 [17]. Benzaldehyde shows two characteristic peaks in water at
250 and 200 nm, and at 245 and 207 nm in 1-octanol. Wavelengths at 250 nm and 245
were selected for absorbance measurements in water and 1-octanol, respectively. The
extinction coefficient in water and 1-octanol, and the octanol-water partition coefficient
of benzaldehyde are shown in Tables 5.1 and 5.2, respectively. As can be seen from
Table 5.2, the measured log (K,y,) of benzaldehyde was 1.43, which is very close to the
literature value (1.48), confirming the validity of the proposed method.

Once the experimental technique for measuring the K,y had been validated the

extinction coefficients (€) of the ILs in octanol and water were measured, since it is
necessary for determining the IL concentrations in each phase, and the resulting Ky
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values. Table 5.1 shows the extinction coefficients for each of the ILs in water and
I-octanol. All the extinction coefficients were measured at the wavelength of maximum
absortion (Apax= 212 nm).

Table 5.1. Extinction coefficients of benzaldehyde and imidazolium based ionic liquids in water and
octanol.

Compound ein €in
water/IL octanol/IL

(mol! cm'l) (mol! cm'l)

Benzaldehyde® 1363.7 1303.6
[bmim*][PF]° 4472.5 3455.7
[omim*][PF4 1" 3828.4 5100

[bmim*][BF,]" 4212.3 4639.6
[omim*][BF,]" 4207.1 4787

[bmim*][NTf,]" 3367.6 4904.1
[omim*][NTf,]" 3103.3 4483.1

# Amax= 250 nm in water and Amax= 245 nm in octanol

® Amax= 212 nm in water and octanol

The log (K,w) values obtained for each ionic liquid are shown in Table 5.2.
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Table 5.2. Measured octanol-water partition coefficients (K,y) of benzaldehyde and imidazolium based
ionic liquids the ionic liquids.

Compound Log (K,)

Benzaldehyde 1.43
[bmim*][BF,] -2.27
[bmim*][PF¢] -1.49
[omim*][BF] -1.27
[bmim*][NTf,] -0.97
[omim*][PF] -0.62
[omim*][NTf,] 0.56

Since a decrease in the K, values of the ionic liquids is related to an increase in the
hydrophilic character, the following sequence of IL hydrophilicity can be proposed:
[omim ][NTf,] < [omim ][PFs ] < [bmim ][NTf,] < [omim][BF4] < [bmim"][PFs] <
[bmim™][BF,].

By examining the log (K,) values of all the ionic liquids with the same cation ([bmim™]
or [omim®]), the effect of the anion can be determined. For the same cation, the
hydrophilic order is [NTf,] < [PF¢] < [BFs]. These results can be explained by the
greater symmetry and consequent greater hydrophobic character of [PFs] compared
with [BF,]. A similar reasoning can be applied to [NTf,] and [PF¢], due to the
inclusion of two carbon atoms in the [NTf, ] skeleton.

The effect of the cation can be analysed by fixing the anion. The hydrophobic character
of the ionic liquid increases with the alkyl chain length of the cation for the same anion.

These results agree with those obtained by Ropel et al. [15].

5.3.2. Transport studies

The permeability of four different compounds involved in transesterification reactions
(vinyl butyrate, 1-butanol, butyl butyrate and butyric acid) through supported liquid
membranes based on six ionic liquids ([bmim*][PF¢], [omim*][PFs], [bmim"]|[BF,7],
[omim*][BF,], [bmim"][NTf,] and [omim"][NTf,]), immobilized in Nylon membranes
was studied. Our aim was to investigate the influence of the ionic liquid membrane on
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solute transport. Nylon was used as organic supporting membrane because in a previous
work [13], it was shown to be the most suitable one. A control experiment was
performed with a plain Nylon membrane (without ionic liquids immobilized into the
membrane).

The experimental concentrations of the different organic compounds in the feed and
receiving phases as a function of run time were monitored, using the concentrations in

the receiving phase to calculate the individual permeability (P ) of the species. In this
way, the permeability values were calculated following the procedure reported in
section 2.3, from the slopes of the plot of In [ (Cyp-2 C,)/ Cy ] for each compound
versus ¢t using Eq. (1). As an example, Figure 5.4 shows the plots used for the
calculation of the permeabilities of four compounds (vinyl butyrate, 1-butanol, butyl
butyrate and butyric acid) through the Nylon membrane with supported [bmim*][BF,].

0.0 -
-0.2
— -0.4 1
Q
O 0.6
o
=3
S .0
c
-
-1.0 A
A Butyl butyrate
| < Butyric acid
121 o Vinyl butyrate
0  1-Butanol
'1.4 T T T T T
0 5 10 15 20 25

Operation time (h)

Figure 5.4. Plots of In[(C(-2C,)/Cy] vs. operation time for the transport of vinyl butyrate, 1-butanol, butyl
butyrate and butyric acid through Nylon membrane with supported [bmim*][BF,7] in n-hexane.

The permeability values for each compound through the plain Nylon membrane and
through the SLMs are presented in Table 5.3.

383



5. On the importance of the nature of ionic liquids

Table 5.3. Permeability of vinyl butyrate, butyl butyrate, 1-butanol, and butyric acid through plain Nylon
membrane and through Nylon membrane with the six ionic liquids supported.

Membrane Permeability x 10 ®(cm/s)

Vinyl 1-Butanol Butyl Butyric
butyrate butyrate acid
Nylon 294.5 275.2 323.2 296.8
Nylon with [bmim*][PF] 3.7 14.7 0.9 6.6
Nylon with [omim*][PF] 10.2 24.5 4.2 8.7
Nylon with [bmim*][BF,] 5.5 40.9 0.9 24.3
Nylon with [omim*][BF,] 254 119.9 12 1024
Nylon with [bmim*][NTf,] 18.7 67.5 7.3 25.7
Nylon with [omim*][NTf,] 414 96.4 22.1 30.8

Conditions: initial solute concentrations, 100 mM; temperature, 30 °C; time, 48 h.

As regards the permeability values, they were appreciably higher in the plain Nylon
membrane than in the supported liquid membranes [13]. However, no appreciable
permeability differences between the organic compounds were observed with the plain
membrane, suggesting that the plain membrane can not be used for selective separation
of the target compounds. The situation changed when the ionic liquids were supported
in the polymeric membrane, when substancial differences in permeability between the
different compounds were observed due to the fact that the ionic liquid offers different
mass transfer resistence for each compound. The influence of the ionic liquid on the
permeability values can be appreciated by comparing the permeability values for
identical organic molecules. As can be observed in Table 5.3, the permeability values
obtained for the SLM based on [omim*][PFs] were higher than those obtained when
[bmim*][PFs] was immobilized in the Nylon membrane, which means that an increase
in the alkyl chain length of the cation of the ionic liquid involves an increase in the
permeability values. The same conclusion can be made when the
[omim*][BF,)/[bmim*][BF,] and [omim*][NTf,]/[bmim*][NTf,] pairs are compared.
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The rP values for the Nylon supported liquid membrane based on the assayed ionic
liquids are shown in Table 5.4.

Table 5.4. Average permselectivity of the assayed SLM based on the six ionic liquids.

Nylon with [bmim*][BF,] | 15.59

Nylon with [bmim*][PF¢] 6.07

Nylon with [omim*][BF,] 5.11

Nylon with [bmim*][NTf,] | 3.83

Nylon with [omim*][PF¢’] 2.78

Nylon with [omim*][NTf,] | 2.41

Conditions: initial solute concentrations, 100 mM; temperature, 30 °C; time, 48 h.

As can be observed in this table, the higher rP values were obtained for the SLMs
based on the most hydrophilic ionic liquid. The most effective supported liquid
membrane for separating the selected organic compounds was the one based on
[bmim*][BF,], with the highest average permselectivity (15.59). Therefore, the
following sequence for the average permselectivity values can be arranged from
Table 4: [omim*][NTf,] < [omim'][PFs] < [bmim'][NTf,;] < [omim®][BFs] <
[bmim*][PFs] < [bmim"][BF4]. By comparison with the K, arrangement of ionic
liquids obtained in section 5.3.1, it can be concluded that an increase in the hydrophilic
character of the ionic liquids results in an increase in the permselectivity for the
separation of the assayed organic compounds. This underlined the clear relationship
between the nature of the ionic liquid and the permselectivity of the supported liquid
membranes.
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5.4. CONCLUSIONS

In this study we observed a relationship between the selectivity values of four organic
compounds (vinyl butyrate, butyl butyrate, 1-butanol and butyric acid) through SLM
based on six ionic liquids ([bmim®][PFs], [omim"][PFs], [bmim*][BF,],
[omim*][BF,], [bmim*][NTf,] and [omim*][NTf,]) and the hydrophilic/hydrophobic
character of the ILs used as liquid phase in the SLMs.

A new methodology for the experimental determination of the
hydrophilic/hydrophobic character of the ionic liquids through the octanol-water
partition coefficient (K,y) was developed and the following hydrophilicity order was
established: [omim™][NTf,] < [omim*][PFs] < [bmim*][NTf,] < [omim*][BF4] <
[bmim*][PFs] < [bmim*][BF,]. This sequence explained the different selectivity
values obtained for the separation of the target compounds, since an increase in the
hydrophilic character of the IL resulted, in all the cases in an increase in the average
permselectivity of the resulting SLM, and therefore in a higher separation
efficiency. The obtained relationship allows the easy prediction of the most suitable
ionic liquid for use as liquid phase in SLM for the selective separation of the
compounds involved in transesterification reactions, simply by evaluating the
hydrophilic/hydrophobic character of the ionic liquid, determined experimentally by
their octanol-water partition coefficient.
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5.5. NOMENCLATURE

K,,  octanol-water partition coefficient (adimensional)
c’ concentration of the IL dissolved in the octanol-rich phase (mol - L'l)

C/"  concentration of the IL dissolved in the water-rich phase (mol - L'l)

P permeability of the membrane (cm - s™)

Co initial solute concentration in the feed phase (mol - L'l)
C. solute concentration in the receiving phase (mol - L")
A membrane area (sz)

Vv volume of the compartments (mL)

t time (s)

rP  average permselectivity of the membrane (adimensional)

permeability of the membrane to the compound A (cm - s™)

]

permeability of the membrane to the compound B (cm - s™)

Gl
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A SEM-EDX study of highly stable supported

liquid membranes based on ionic liquids

This work evaluates the operational stability of six different supported liquid
membranes (SLMs) based on ionic liquids (ILs). [bmim+][PF6'], [bmim* ][BF ] and
[bmim™ J[NTf;'] were used as supporting phase in Nylon and Mitex membranes.
Scanning electron-microscopy (SEM) combined with Energy Dispersive X-ray (EDX)
analysis was used to characterize the membrane surface morphologically and
examine the global chemical composition of the membranes and the distribution of
the ILs within them.

Study of the freshly impregnated membranes showed that, in all cases, the ILs were
homogeneously distributed, mostly filling the pores of the membranes although, in
some cases, a small amount of excess of IL was located on the external membrane
surface. Stability tests were performed by keeping the respective impregnated
membranes immersed for a week in a diffusion cell including two independent
compartments and using n-hexane/ n-hexane as the respective feed and receiving
phases. The SEM-EDX study of membranes after continuous operation showed that
the ILs were still retained within the membrane pores and only small losses of the IL
initially located on the external surface were observed. These observations are in
complete agreement with the ionic losses determined by mass balance.
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6. A SEM-EDX STUDY OF HIGHLY STABLE SUPPORTED LIQUID
MEMBRANES BASED ON IONIC LIQUIDS

6.1. INTRODUCTION

The use of supported liquid membranes (SLMs), porous supports whose pores are filled
with a liquid, has received growing attention during recent years [1-3]. Nevertheless,
their industrial application is still limited, mainly due to concerns about SLM stability
and long-term performance [4,5,6]. Therefore, the main challenge in the design of
supported liquid membranes is to increase their stability. Unlike the solvents previously
used in SLMs, ILs possess unique properties that are interesting in the context of liquid
membranes. Ionic liquids are organic salts which are liquid close to room temperature
and which normally consist of an organic cation (e.g. dialkylimidazolium,
tetraalkylammomium) and a polyatomic inorganic anion (e.g. tetrafluoroborate,
hexafluorophosphate) [7]. Among the numerous advantages of ionic liquids as regards
SLM stability can be highlighted their negligible vapour pressure and their high
capillary force associated with their high viscosity, which could reduce the
displacement of the liquids from the micron pores under pressure. Another notable
aspect of ILs is the possibility of tailoring their physicochemical properties by selection
of the constituent ions [8]. Therefore, the adequate design of an IL could reduce its
solubility in the surrounding phases, and so increase the stability of the SLM. Other
interesting properties of ILs are their high chemical and thermal stability [9], high ion
conductivity [9] and the fact that they are non-flammable. Furthermore, they dissolve a
wide range of inorganic and organic compounds [10,11] while being immiscible with
many organic solvents [12] and even with water in some cases. All these mentioned
properties have led ILs to being considered “green designer solvents”, and to their
successfull use in numerous applications [13-15].

The use of SLMs based on ionic liquids (ILs) has been shown to be an very attractive
way for the highly selective transport of organic compounds involved in the synthesis of
pharmaceutical and fine chemicals [16], such as alcohol, esters, organic acids [17,18]
and amino acids [19].

In a previous work [18], SLMs based on ionic liquid were successfully applied for
the selective separation of the substrates and products of a transesterification
reaction. All the assayed SLMs showed excellent operational stability when tested
over eight continuous cycles of 48 hours each. On the basis of these results, our aim
in this work was to the microscopically characterize the operational stability of six
different SLMs based on ILs. Nylon (hydrophilic) and Mitex (hydrophobic)
membranes were chosen as supporting membranes in order to study the influence of
the hydrophilic/ hydrophobic character of the membrane in the stability of the
resulting SLM. The ionic liquids used as liquid phase in the SLMs were
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[bmim*][BF,], [bmim*][PFs] and [bmim*][NTf,]. These ILs have quite different
hydrophilic character and, therefore, could allow us to analyze the influence of this
parameter in the SLM stability. n-Hexane was used as feed and receiving phase
since it is the most commonly used organic solvent in transesterification reactions.
The macroscopic operational data obtained in a previous work [18] will be
confronted with the microscopic characterization carried out by SEM-EDX.

6.2. MATERIALS AND METHODS

6.2.1. Reagents and membranes

Two different polymeric membranes of 25 mm diameter from Millipore were used as
supporting membranes:

. Nylon® HNWP: hydrophilic polyamide membrane with a pore size of 0.45 um
and a thickness of 170um.

e Mitex® LCW: hydrophobic polytetrafluoroethylene membrane with a pore size
of 10 um and a thickness of 130 pum.

The ionic liquids 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate, [bmim*][PF¢]
(purity>99%), and 1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate, [bmim"]|[BF,]
(purity>99%), were purchased from Solvent Innovation and 1-butyl-3-
methylimidazolium bis{(trifluoromethyl)sulfonyl }imide, [bmim*][NTf,] (purity>99%),
from Sigma-Aldrich-Fluka Chemical Co. Substrates, solvents an other chemicals were
purchased from Sigma-Aldrich-Fluka Chemical Co., and were of the highest purity
available.

6.2.2. Preparation of supported liquid membranes

Immobilization was conducted by placing the membrane in a 10 ml Amicon '

ultrafiltration unit and adding 3 mL of ionic liquid. Nitrogen pressure at 2 bar was
applied, and the ionic liquid flowed through the pores of the membrane. The pressure
was released once a thin layer of ionic liquid was left on the upper surface of the
membrane. This procedure was repeated three times to ensure that all membrane pores
were filled with liquid since the ionic liquids used are quite viscous. Then, the
membrane was left to drip overnight to remove the excess of ionic liquid from the
membrane surface. In order to determine the amount of ionic liquid immobilized in the
supporting membrane all the membranes were weighed before and after impregnation
with the ionic liquid.
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6.2.3. Membrane stability studies

The stability studies were performed at 30°C using a glass diffusion cell with two
independent compartments, of 30 mL each, separated by the SLM (Figure 6.1). O-rings
were inserted on each side of the SLM. The entire assembly was held together by a
threaded connector. n-Hexane was used as feed and receiving solutions, and both
compartments were mechanically stirred. The obtained SLMs were characterized by
SEM-EDX immediately after preparation (fresh membranes) and after seven days”
immersion in the aforementioned diffusion cell as described below.

e I

1

[—
Feed phase Receiving phase]
-
[4 of | o]

Figure 6.1. Schematic illustration of the glass diffusion cell set up with two independent compartments
used for experiments: 1) feed solution containing solutes; 2) receiving solution containing fresh solvent;
3) supported liquid membrane; 4) magnetic stirrer; 5) septum.

6.2.4. SEM-EDX characterization

A Scanning Electron Microscope (SEM) ISI DS-130 coupled to a Kevex Si/Li detector
and a Sun SparcStation 5 for Energy Dispersive X-ray (EDX) analysis was used to
study the morphological appearance, the overall chemical composition and the
distribution of the chemical elements of interest in the supported liquid membranes.

6.3. RESULTS AND DISCUSSION

6.3.1. Characterization of the commercial membranes

Before the preparation of supported liquid membranes, the respective morphology of
the Nylon and Mitex membranes was studied by SEM. SEM micrographs (not shown)
of the Nylon membrane showed a highly porous material consisting of macropores of
about 1 pm average size. Mitex membrane, however, exhibited the presence of
extremely thin fibers, probably, containing small pores which were not detected by
SEM, together with large macropores and cracks several microns in size.
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The EDX spectrum of the Nylon membrane (not shown) presented the characteristic
peaks assigned to the C, O and N Ko lines, the last two as a single broad peak
unresolved due to their proximity and small concentration. The presence of these
chemical elements corresponds to the chemical formulation of polyamide. The EDX
spectrum of Mitex membrane (not shown) showed a very intense F Ka peak and another
less intense C Ka peak associated to the formulation of polytetrafluoroethylene.
Hydrogen and other light elements such as B can not be detected by EDX.

6.3.2. Characterization of supported liquid membranes

The supported liquid membranes impregnated with [bmim*][PF¢], [bmim*][BF,] and
[bmim*][NTf,], respectively, were analyzed after immobilisation in order to ensure the
complete filling of the membrane pores by ionic liquids and to verify their
homogeneous distribution.

Figure 6.2 (a)-(c) showed the SEM micrographs of the Nylon membrane impregnated
with the respective three ILs.
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Figure 6.2. Scanning electron micrographs of the Nylon membrane impregnated with (a) [bmim"][PFs ]
(1010x) (scale bar = 10 um), (b) [bmim*][BF;] (1010x) (scale bar = 10 pm) and (c) [bmim"][NTf,]
(3040x) (scale bar = 5 um).
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The morphological study showed that, in general, after impregnation the smaller pores
of the membranes become occluded with ionic liquid. Only the biggest ones remained
partially filled. These pictures also show that excess ionic liquid appeared on the
external surface of the membranes, extensively for [bmim'|[PFs], moderately for
[bmim*][BF,] and imperceptibly for [bmim"][NTf,]. As the preparation conditions
were identical for all the ILs tested, these differential features seemed to be correlated
with the viscosity of the respective ionic liquids, following the sequence:
[bmim*][PFs]> [bmim"][BF; ]>[bmim"][NTf,] [20]. Consequently, the accumulation
of ionic liquid on the membrane surface seems to be a kinetic effect of liquid fluidity:
the greater the IL viscosity, the higher the amount of IL remaining on the external
surface of the membrane.

The EDX homogeneity study of supported liquid membranes was based on the selection
of characteristic elements of interest in each ionic liquid: F and P for [bmim*][PFs], F
and B (not detected by EDX) for [bmim*][BF,], and F and S for [bmim*][NTf,] as
shown in Figure 6.3. The relative peak heights of identical elements in the different
compounds is grossly related with their respective concentrations.
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Figure 6.3. EDX spectra of the Nylon membrane impregnated with [bmim*][PF¢], [bmim*][BF,] and
[bmim*][NTf,].

Therefore, F is a common element for the three ILs studied and, consequently, may be
used for evaluating the relative homogeneity of each ionic liquid in the respective Nylon
membrane.
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The respective SEM-EDX F Ka line profiles of the three supported liquid membranes
are shown in Figure 6.4. It is clear that the homogeneity of the IL coatings increased in
the following order [bmim*][PFs] < [bmim"][BF;] < [bmim*][NTf,], which is the
same as that observed in the morphological study (Figure 6.2). Consequently, the non-
homogenities observed by EDX in samples with [bmim"][PFs] and [bmim*][BF,] are
mostly derived from the ionic liquid deposited on the external membrane surface.
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Figure 6.4. SEM-EDX line profiles of F Ko in Nylon membranes impregnated with [bmim*][PFg],
[bmim*][BF,] and [bmim*][NTf,].

Similarly, SEM micrographs of the fresh Mitex membrane impregnated with the three
ILs studied (not shown) reveal the typical morphology of PTFE membranes, including
macropores and rough areas with the almost complete absence of excess ionic liquid
deposited on the external membrane surfaces. Figure 6.5 displays the respective overall
EDX spectra of the Mitex membrane with the three ILs immobilized.

397



7. Conclusions and Outlook

2LLE F —— bmim PF,
1 —— bmim BF,
4000 —— bmim NTT,
S 3000-
L
2000 -
] S
1000 p
C /\/\\
0 : T g T g T g T u T g 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
E (eV)

Figure 6.5. EDX spectra of the Mitex membrane alone and impregnated with [bmim"][PFs7];
[bmim*][BF,]; [bmim*][NTf, 7.

In this case, the relatively smaller height of P and S peaks found in the Mitex membrane
(Figure 6.5) compared with the peaks obtained with the Nylon membrane (Figure 6.3)
indicates, qualitatively, the lower amount of ionic liquid absorbed in the Mitex samples.
This could be explained by the different textural properties and the high hydrophobic
character of the Mitex membrane, which probably restrict interaction with the
hydrophilic ionic liquids [20] used. This observation is in complete agreement with the
ionic losses determined by mass balance (Table 6.1) and with our previous work [18],
in which it was observed that separation of the target compounds of Mitex
(hydrophobic) membranes was much less efficient than that obtained with Nylon
(hydrophilic) membranes, irrespective of the ILs used. These observations highlight the
important role played by the textural properties and the hydrophobic/hydrophilic
character of the supporting membrane in the design of supporting liquid membranes
based on ionic liquids.

In this case, F cannot be selected as a characteristic element for the homogeneity study
of ILs because it is also included in the composition of the Mitex membrane. SEM-EDX
line profiles were taken from supported membranes based on ILs (Figure 6.6), using P
and S Ko as characteristic lines of elements contained in [bmim*][PFs] and
[bmim*][NTf,], respectively. Unfortunately, B is the only characteristic element in IL
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[bmim*][BF,] that can not be detected by EDX and, consequently, the respective line
profile is not available.
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Figure 6.6. SEM-EDX line profiles of P Ka and S Ko in Mitex membranes impregnated with
[bmim*][PFs7] and [bmim*][NTf,].

From the SEM-EDX line profiles shown in Figure 6.6 it can be concluded that the
dispersion degree of both ionic liquids was very similar and completely determined by
the textural properties of the Mitex membrane used. In this type of membrane, excess IL
was not found on the external surface, so the peaks in the line profiles are associated to
the large macropores and fissures corresponding to the Mitex membrane.

6.3.3. Membrane stability studies

The membrane stability studies were performed to verify the possible displacement of
ionic liquid from the membrane pores to the surrounding phases during operation.
Stability experiments were performed, keeping the membranes with supported ILs
immersed for a week in a diffusion cell with two independent compartments.

6.3.3.1. Characterization of Nylon membranes impregnated with ionic liquids after
seven days” operation using n-hexane/ n-hexane as contacting phases

Figure 6.7 shows the morphological appearance of the Nylon membrane impregnated

with the three different ILs studied after n-hexane/ n-hexane cell operation for seven
days.
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Figure 6.7. Scanning electron micrographs of the Nylon membrane impregnated with (a) [bmim*][PFg],
[bmim*][BF,] and [bmim*][ NTf,] after seven days” operation (3040x) (scale bar = 5 um) in n-hexane/
n-hexane.
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Figure 6.7a shows the microstructure of the Nylon membrane impregnated with IL
[bmim*][PFs ] after cell operation, which could be compared with the appearance of the
fresh [bmim*][PFs ] supported on the Nylon membrane in Figure 6.2a.

It can be concluded that most of the ionic liquid, at least, that from the external surface
of the membrane disappeared during cell operation. However, comparison of the
SEM-EDX spectra taken from membranes before (Figure 6.3) and after (Figure 6.8)
immersion in the n-hexane/ n-hexane solution showed that they are very similar.
The EDX spectra are taken from a sample of up to a few micrometers thick/depth and
show the contribution of ionic liquid within the membrane pores to be much more
important than that accumulated on the surface. Consequently, from the SEM study it
can be deduced that only the ionic liquid deposited on the external membrane surface
has been stripped off during operation. The amount ionic liquid retained in the
membrane pores, however, is apparently kept constant and, consequently, the
membrane is stable against the possible solvent action of n-hexane.
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Figure 6.8. EDX spectra of the Nylon membrane impregnated with [bmim*][PFs], [bmim*][BF,] and
[bmim*][NTf,] after seven days” operation in n-hexane/ n-hexane.

In the case of the Nylon membrane impregnated with [bmim*][BF,], it was observed
that some patches (brilliant areas) of ionic liquid on the external surface of the

membrane still remained after operation (Figure 6.7b)).

The morphological appearance of [bmim"][NTf,] was the same before (Figure 6.2¢)
and after (Figure 6.7c) operation in n-hexane/ n-hexane, with the complete absence of
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ionic liquid on the external surface of the membrane. Once again, the EDX peaks
were practically superposed in the SLM before (Figure 6.3) and after (Figure 6.8)
operation, demonstrating that ionic liquid remained inside the pores.

Therefore, from the above SEM-EDX study it can be concluded that, in all three cases
studied of ILs supported on Nylon membranes, no substantial loss of ionic liquid
occurred after a week of operation in a n-hexane/ n-hexane diffusion cell. Only minimal
losses of the ionic liquid accumulated on the external surface of SLMs were detected
qualitatively by the SEM pictures. Differential migration of the ionic liquids from the
external surface of SLMs towards the surrounding hydrophobic n-hexane might be
explained by taking into account the different hydrophilicity of the three ionic liquids
studied in the sequence [bmim*][BF;] > [bmim"][PFs]> [bmim"][NTf,] [20]. Bearing
in mind the hydrophobic character of the contacting phases (n-hexane), the probability
of remaining on the external surface of the membranes would increase with the most
hydrophilic ionic liquid ([bmim*][BF;], as evidenced in SEM micrographs
(Figure 6.7 c)).

SEM-EDX line profiles of Nylon membranes impregnated with the three ionic liquids
after operation are shown in Figure 6.9.
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Figure 6.9. SEM-EDX line profiles of F Ko in Nylon membranes impregnated with [bmim*][PFg],
[bmim*][BF,] and [bmim*][NTf,] after seven days” operation in n-hexane/ n-hexane.
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By comparison with the respective line profiles recorded for fresh SLMs in Figure 6.4,
it can be observed that a more homogeneous distribution of ionic liquids exists after cell
operation in n-hexane/ n-hexane.

The quantitative results obtained by weight differences of SLMs before and after seven
days” operation in n-hexane/ n-hexane diffusion cell corroborate the SEM
morphological and EDX spectral results for Nylon membranes as shown in Table 6.1.

Table 6.1. LM-phase remaining in the SLMs after seven days” operation in n-hexane/ n-hexane
determined by mass balance method.

Membrane IL LM-phase Remaining
weight (mg) | LM-phase (%)
Nylon | 1 mim*I[PF, ] 85.5 99.3
[bmim*][BF ] 77.6 99.5
[bmim*][NTf,] 82 99.9
Mitex | | im*[PF, ] 18.7 82.1
[bmim*][BF,] 12.2 85.1
[bmim*][NTf,] 259 87.1

6.3.3.2. Characterization of Mitex membranes impregnated with ionic liquids after
seven days operation using n-hexane/ n-hexane as contacting phases

The morphological aspect of the Mitex membrane impregnated with [bmim"|[PFs7],
[bmim*][BF,] and [bmim*][NTf,] after seven days” operation using
n-hexane/ n-hexane in a diffusion cell as contacting phases was examined by SEM.
SEM pictures of used samples (not shown) showed no significant morphological
changes with respect to the fresh impregnated samples.

On the other hand, from a comparison of EDX spectra of these samples (Figure 6.10)
with those obtained for fresh supported liquid membranes (Figure 6.5), it can be
concluded, once again, that no substantial losses of the ionic liquid in the Mitex
membrane could be detected after seven days of cell operation in n-hexane/ n-hexane.
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Figure 6.10. EDX spectra of Mitex membranes impregnated with [bmim"][PFs], [bmim*][BF,] and
[bmim*][NTf,] after seven days” operation in n-hexane/ n-hexane.

Additionally, SEM-EDX line profiles of Mitex membranes impregnated with two of the
1onic liquids studied are shown in Figure 6.11.
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Figure 6.11. SEM-EDX line profiles of P Ka and S Ka in Mitex membranes impregnated with
[bmim*][PFs] and [bmim*][NTf,], after seven days” operation in n-hexane/ n-hexane.
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Compared with the respective line profiles recorded in Figure 6.6 (taken from the fresh
SLMs) it can be seen that the distribution of ionic liquids is more homogeneous after
immersion in n-hexane.

As in the case of Nylon membranes, the weight differences between fresh commercial
Mitex membranes and the same membranes after seven days of operation (Table 6.1)
are small. This confirms that the ionic liquids studied are mostly retained in the
membrane pores and that any migration to the surrounding solvent is not significant.
Therefore, our findings point out the high operational stability of these SLMs, which
would enable long-term SLM operation. Similar results have been described by
Fortunato et al. [21- 23].

6.4. CONCLUSIONS

A comparative SEM-EDX study was made for six different SLMs based on ILs. Nylon
and Mitex membranes were used as supporting membranes, in which three ILs,
([bmim*][BF4], [bmim*][PFs] or [bmim*][NTf,]), were immobilized. The analysis was
made in three stages: commercial membranes without IL, membranes with IL occluded,
and after 7 days of operation in a diffusion cell with n-hexane/ n-hexane as contacting
phases.

The Nylon membranes impregnated with ILs showed an homogeneous distribution of
the ILs inside the pores, and also showed some surface coating of ionic liquid,
depending on the viscosity of the IL used. In the case of Mitex membrane, less ionic
liquid was absorbed into the membranes, probably because to their hydrophobic
character and textural properties. This observation underlines the importance that the
hydrophobic/hydrophilic character and textural properties of the supporting membrane
have for the design of supporting liquid membranes based on ionic liquids. The six
SLMs studied maintained the ILs inside their pores when immersed for a week in a
diffusion cell with n-hexane in both compartments, demonstrating at microscopic level
their high operational stability.
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7. CONCLUSIONS AND OUTLOOK

7.1. CONCLUSIONS

This thesis has focused on the use of ionic liquids as new solvents to both enhance the
efficiency of biochemical reactions and to improve the separation of products.

The use of ionic liquids in biocatalytic processes has been shown to be an
environmentally attractive alternative to classical organic solvents. Water-immiscible
ionic liquids appeared as suitable media for the transesterification reactions catalysed by
Candida antarctica lipase B (CalLB), increasing the activity and selectivity with respect
to the values obtained with a classical organic solvent, n-hexane. However, the use of
water-miscible ionic liquids led to lower activities than obtained in n-hexane. The
immobilisation of CalLB as a crosslinked enzyme aggregate (CLEA) was seen to be a
promising approach for rendering enzymes tolerant to denaturing ionic liquids.

Ionic liquids have also been shown to be promising solvents for the use in separation
processes, more specifically as liquid phase in supported liquid membranes (SLMs).
SLMs based on ionic liquids have been succesfully used for the selective separation of
sixteen different organic compounds (vinyl esters, aliphatic esters, alcohols and
carboxylic acids), which are substrates and products of transesterification reactions.
These SLM also showed high operational and structural stability. The
hydrophilic/hydrophobic character of the IL used as liquid phase in the SLM, measured
by the octanol-water partition coefficients (K,y), was found to be a key parameter for
the selective behaviour of the SLM. Furthermore, the study of the molecular mechanism
involved in the transport phenomena led us to conclude that transport of the compounds
was mainly regulated by the affinity of the ionic liquid towards each solute. A clear
relationship between the permeability of the compounds and the partition coefficient of
the compounds between the ionic liquid and the feed/receiving phase was established.
This allows the easy prediction of the capability of a given SLM based on IL to separate
two compounds by simply evaluating the partition coefficient of each compound
between the ionic liquid and the feed/receiving phase and the molar volume of each
compound at its boiling point.
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7.2. OUTLOOK

As ionic liquids can be designed for each specific application, it is expected that the
reaction and separation methods described in this thesis will be applicable to many
industrial processes. Therefore, further research should focus on other systems with
important applications in the fine chemistry and pharmaceutical industry, such as in the
production of enantiomerically pure compounds by the kinetic resolution of chiral
alcohols.

The results in this thesis not only contribute to the replacement of the traditional volatile
organic compounds used in reaction and separation processes but also could shed light
on another topic of green chemistry: “Process Intensification”, which basically consists
of the integration of several units of operation into one single step. The results reported
in this thesis could contribute to the design of an intensified production method using
ionic liquid membrane reactors, which integrates catalytic conversion, product
separation and/or concentration and catalyst recovery into a single operation.

As a final comment, that although many industrial applications of ionic liquids will
surely be found, it is expected that ionic liquids as solvents will only be applied
industrially for the production of specific chemicals, where ionic liquids offer huge
advantages over conventional solvents. Ionic liquids will not change the whole chemical
industry, but they will certain find their way into a number of industrial processes.
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