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Excmo. Sr. Presidente de la Comunidad Autdbnoma de la Regién de Murcia,
Sr. Rector Magnifico de nuestra Universidad,

Excmos. e limos. Sefiores,

Queridos amigos y compaferos de la Comunidad Universitaria,

Seforas y Sefiores;

Para mi es un gran honor y compromiso el ocupar hoy este lugar para leer la
leccidon inaugural del Curso Académico 2007-2008, que me corresponde como Cate-
dratico Numerario de mayor antigiiedad de la Facultad de Quimica, siguiendo el tur-
no riguroso que establece la normativa de la Universidad.

Antes de comenzar deseo expresar mis excusas hacia la parte de esta distin-
guida audiencia que hoy ha querido estar presente en este acto, y que dedicados a
actividades lejanas a las Ciencias y mas adn a la Bioquimica y la Biologia Molecular,
han de hacer acopio de paciencia para escuchar a un profesor tratar sobre un tema
especializado. Pero, por otra parte, creo que la dignidad de este auditorio me obliga
a realizar un esfuerzo cientifico y pedagogico, a intentar exponerles el tema objeto
de esta Leccion Inaugural con claridad y brevedad.

La eleccion de este tema surge al tomar en consideracion algunos de los as-
pectos relacionados con una de las lineas de investigacion que el grupo de “Biotec-
nologia” de nuestro Departamento de Bioguimica y Biologia Molecular “B” e Inmu-
nologia de la Universidad de Murcia viene desarrollando en la actualidad. Esta linea
de investigacion trata sobre la aplicacion de las enzimas como catalizadores y de los
nuevos solventes, como medios de reaccion en los procesos de sintesis quimica,
que abren unos horizontes esperanzadores hacia una “Quimica Verde”, de disefio,
manufactura y uso de sustancias quimicas y procesos que reduzcan o eliminen el
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uso o la regeneracion de residuos y productos nocivos para el medio ambiente o la
salud humana.

También quiero expresar mis agradecimientos a todos mis compafieros profe-
sores del Departamento, y en especial al grupo de colaboradores de la Facultad de
Quimica, que con su dedicacion, honestidad y seriedad, asi como con su amistad,
lealtad, constancia, sacrificio y profundo sentido universitario, han contribuido a in-
crementar mi saber docente e investigador. Termino esta introduccién para expresar
mi gratitud y mi servicio a esta Universidad, y a todos sus miembros, por formar
parte de ella, y enriquecerme con el prestigio y conocimientos de sus compoenentes.

Por ello, trataré de ser claro y breve.



La esperanza verde de la Quimica 1

LA ESPERANZA VERDE DE LA QUIMICA

El 17 de abril de 2002, |a revista Nature, en su seccién Science Update, publicé
una noticia titulada: “Enzymes find pastures greener. Chemists put biological cata-
lysts to work in clean industrial solvents”. En ella se comentaba un trabajo de nuestro
grupo de investigacion, que se publicd en el mismo afio en la revista Chemical
Communications, y en la que, con el objetivo de desarrollar procesos quimicos mas
limpios, se demuestra, por primera vez, cémo utilizar las enzimas como catalizado-
res mediante dos solventes “verdes”: uno para disolver la enzima, el otro para disol-
ver los materiales que la enzima transforma. En palabras del comentarista cientifico,
“esta es una forma ideal de quimica verde, ya que se utilizan catalizadores naturales
en solventes limpios”.

Enzymes find pastures greener
Chemists put biological catalysts to work in clean industrial solvents.

17 April 2002 %

tn a move ard:
researchers in Spain have worked out how to usa
enzymes as catalysts using two 'green’ solvents:
ohe to dissolve the enzymia, the other to dissolve
the materials it transfonms.

Jose [sorra of the Unifversity of Murcia In Spain-snd
co-workirs  have. . ‘used & ‘combination . of
supercritical carhot ‘dioxide and ionic liquids to
halp an anzyme transform some organic molecules,
This Is an ideal Tonm of gieen chemistry, as It utes
Fratural catalysts In clean solveiits.

Figura 1. Resefia de la revista Nature.

El mismo trabajo ha sido considerado por especialistas como una idea intere-
sante y fue resaltada en un articulo “highligh” en la revista Angewandte Chemie, In-
ternational Edition del afio 2003. Todo ello, me conduce a explicar qué relacion
existe entre la Bioquimica y la Quimica Verde, a través de la participacion de las en-
zimas en procesos quimicos de sintesis industrial.
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¢ Qué es la Quimica Verde?

Esta ampliamente reconocido que en la actualidad hay una creciente necesidad
de desarrollar procesos quimicos industriales que sean aceptables medicambiental-
mente. Esta tendencia hacia lo que se viene conociendo como "Quimica Verde” o
“Tecnologia Sostenible” necesita de un cambio paradigmatico, que va desde los
conceptos tradicionales de eficiencia de proceso, medidos en su mayor extension
por el rendimiento quimico, a los que asignan un valor econémico a la eliminacion de
residuos y a la no utilizacién de sustancias toxicas y peligrosas.

El término Quimica Verde fue acufado por Anastas, de la Agencia de Protec-
cion Ambiental de EE.UU., en 1991. La Quimica Verde o Quimica beneficiosa para
el medio ambiente se ocupa del disefio de productos y procesos quimicos que redu-
cen o eliminan el uso y produccién de sustancias peligrosas. La Quimica Verde es
logica desde el punto de vista cientifico, es mas segura que los procesos convencio-
nales, es de menor coste y compatible con un desarrollo sostenible. Este concepto
se desarrolla en los 12 principios de la Quimica Verde, que pueden enumerarse co-
mo:

La prevencion de formacion de residuos en lugar de remediacién.

La economia atomica.

La reduccion de productos quimicos toxicos/peligrosos.

La generacién de productos eficaces pero no toxicos.

La reduccién del uso de solventes volatiles y de sustancias auxiliares.
La disminucién en el consumo energético.

La utilizacién de materias primas renovables.

© N o o ke N =

La reduccién del numero de etapas de los procesos de sintesis y en concreto
de las reacciones de derivatizacion.
9. La potenciacion de la catalisis lo mas selectiva posible, en lugar de reactivos
estequiométricos.
10.La generacion de productos biodegradables.
11.El desarrollo de metodologias analiticas para la prevencion de la contamina-
cion.

12.La minimizacion del riesgo de accidentes quimicos.
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Como se deduce de estos doce principios, la Quimica Verde se dirige princi-
palmente al impacto ambiental de tos productos quimicos y de los procesos por los
que se producen. La maxima que se aplica es: “Es mejor prevenir que curar”. El tér-
mino alternativo de “Tecnologia Sostenible”, mas empleado por la industria quimica,
se define como la tecnologia necesaria para cubrir las necesidades de la generacion
presente sin comprometer la capacidad de las generaciones futuras para conseguir
sus propias necesidades. Se puede decir que la Sostenibilidad es el objetivo y la
Quimica Verde es el medio para conseguirla.

De estos doce principios, tres de ellos necesitan de una atencion por su rela-
cién con la tematica de esta Leccion Inaugural. El primero de ellos es la economia
atomica, como parametro que mide el impacto ambiental que produce ta obtencién
de un determinado producto, un centro de produccion o una compafia industrial; el
segundo es la cuestion de reducir la utilizacién de solventes volatiles toxicos, y el
tercero, la potenciacion de la catalisis selectiva.

¢ Qué es la economia atomica?

E!l disefio de un método de sintesis quimica debe tener presente la incorpora-
cion en el producto final de todos los materiales usados en el proceso, de forma que
se minimice la formacion de subproductos. Dos de las magnitudes mas empleadas
para medir la aceptabilidad medioambiental potencial de los procesos quimicos son
el factor E y la eficacia atémica. El factor E se define como la relacion entre la masa
de residuo producido y la del producto deseado obtenido, mientras que la eficacia
atomica se calcula dividiendo el peso molecular del producto obtenido por la suma
de los pesos moleculares de todas las sustancias producidas en la ecuacion este-
quiomeétrica.

El factor E es la cantidad actual de residuo producido en el proceso de fabrica-
cion a excepcion del producto deseado. Tiene en cuenta el rendimiento quimico e
incluye los reactivos, las pérdidas de solventes, todas las reacciones secundarias y,
en principio cualquier gasto de energia, aunque este es dificil de cuantificar. Existe
una excepcion: el agua no esta incluida en el factor E. Por ejemplo, cuando se con-
sidera un residuo acuoso, solamente se contabilizan las sales inorgénicas y los
compuestos organicos que estan contenidos en el agua; el agua se excluye. Cuanto
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mas alto es el valor del factor E mas residuo se produce y, consecuentemente, ma-
yor es el impacto ambiental negativo. El factor E ideal es cero.

En la Tabla 1 se expresan los valores del factor E tipicos en varios sectores in-
dustriales de la industria quimica. Como se observa en la misma, los valores mas
elevados corresponden a los sectores de la quimica fina y de obtencién de los pro-
ductos farmacéuticos. Esto es debido a que en este tipo de industrias la sintesis de
estos compuestos se realiza en procesos multi-etapas, a la enorme cantidad de re-
siduos generados como consecuencia de la formacién de sales inorganicas deriva-
das de las reacciones de neutralizacién y a la necesidad de obtener los productos
en la mas elevada pureza, lo que implica un mayor numero de etapas de purifica-
cion.

Tabla 1. El Factor E.

Sector Industrial Tonelaje de producto? | kg residuo®/kg producto
Refineria petréleo 108 - 10° <0,1
Industria Quimica 10* - 10° <1-5
Quimica Fina 107 =107 550
‘\ Farmacedticos 10-10° 25100

a) Rango de volumen de produccién anual de un producto.

b) Definido para todo residuo producido, a excepcion del producto deseado.

La principal causa de la formacion de esas grandes cantidades de residuos
inorganicos en la manufactura de los compuestos de quimica fina y farmacéuticos es
el uso excesivo de reactivos inorganicos bajo la tecnologia “estequiomeétrica”. La
solucién a este problema es evidente: ia sustitucién de la metodologia estequiomé-
trica clasica por alternativas cataliticas mas limpias. Las hidrogenaciones cataliticas,
las oxidaciones y carbonilaciones son buenos ejemplos de procesos con una alta
eficiencia atémica y baja formacion de sales. Pero la biocatalisis posee ain mas
ventajas en el contexto de la Quimica Verde, pues a menudo se utiliza un menor
nimero de etapas que en los procesos quimicos convencionales, ya que no se re-
quiere la proteccion y desproteccién de los grupos funcionales. Consecuentemente,
los procedimientos quimicos clasicos estan siendo reemplazados por las alternativas
biocataliticas mas limpias en la industria de la quimica fina. Una estimacion reciente
de las aplicaciones de la biocatalisis en la sintesis organica industrial es la comercia-
lizaciébn de mas de 130 procesos.
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Las enzimas son catalizadores verdes

Efectivamente, las enzimas son proteinas que, ademas de mostrar las propie-
dades que son inherentes a los catalizadores quimicos, poseen otras propiedades
que las hacen considerar como catalizadores verdes, pues reunen casi los 12 princi-
pios de la Quimica Verde. Entre ellas cabe destacar:

a) Su gran eficacia catalitica, pues aumentan la velocidad de las reacciones qui-

micas especificas hasta un factor de 10%-10"° veces superior a la reaccion no catali-
zada, lo que implica que se necesita una menor concentracion de catalizador para
llevar a cabo el proceso, de tres a cuatro érdenes de magnitud menos.

b) Su aceptabilidad medioambiental, ya que al ser compuestos bioldgicos se de-

gradan completamente en el medio.

€1 verdor comienza con los Catalizadores ]

EHZEAY PROTERAT Do HINAS BF 1A% CRLDLAR WV

HEficacia catalitica excelente!!

* Ajta actividad, sefectividad (Esté . Quimo-).

* Condiciones suaves {H,0, °C, pH).

* Elevade nimero de enzimas (naturales y
mpdificadas quimica- y genéticamente).

* Biodegradaies,

LipasaB de € antarctica
Protein Data Bank

Biocatalisis 2 Estructura3D

8¢ puedan ulitzar ics R\DQATN.MORES B wl Procescs
auimicos? i
Mkahmmm“uvk&"

Figura 2. Las enzimas como catalizadores.

c) Su actuacion se realiza bajo condiciones suaves, un pH tipico alrededor de 7,0,
y una temperatura entre 20 y 40 °C, por lo que disminuyen el consumo energético.

d) El amplio espectro de reacciones organicas que catalizan, a excepcion del re-
ordenamiento de Cope.

e) Su especificidad de accion, al reconocer un sustrato de forma quimo-, regio-,
diastereo- y enantioselectiva, para poder realizar la transformacion quimica selectiva

del mismo.
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f) Su compatibilidad con otras enzimas, al funcionar bajo similares condiciones, lo
que permite realizar reacciones en cascada, por lo que se pueden reducir el nUmero
de etapas y las reacciones de derivatizacion en los procesos de sintesis.

g) Su folerancia a trabajar con otros sustratos que no son los naturales y en otros

medios que no son los acuosos.

Y, asi, tras el descubrimiento, en los afios ochenta, de la capacidad de algunas
enzimas para actuar en medios organicos miscibles o no miscibles con agua y de
“‘nuevas” actividades de una misma enzima, se han desarrollado procesos de quimi-
ca fina para la obtencién de compuestos organicos no solubles en agua, tales como
la produccion de antibidticos semisintéticos, la resolucion de mezclas racémicas o la
sintesis de triglicéridos estructurados.

—

5 apararsa vecks 68,
i Qaricy

[La biocatalisis en medios no acuosos]

» En |a década de los 80, se descubre que las enzimas son capaces
de actuar en ventes organi ( , etc).

¢ En estos medios las i tran “ actividades, p.gj.,
las HIDROLASAS aciian como SINTETASAS.

« Son capages de biotransformar “nusves” sustralos, p.sj,
penicilinag semisiniéticas.

« Nuest tividades y espenificid b

LS

Figura 3. La biocatalisis en medios no acuosos.

El uso de enzimas, para lograr reacciones muy especificas en dichos medios, es
ya en la actualidad de una gran utilidad en la industria farmacéutica. La mayoria de los
procesos industriales se llevan a cabo en reactores bajo condiciones extremas de
reaccién, muy distintas de las que se dan en el ambiente natural de las enzimas.
Cuando las enzimas se utilizan en solucion bajo estas condiciones, se presentan una
serie de dificultades a la hora de realizar y rentabilizar el proceso desde el punto de
vista industrial. La primera de ellas es la presencia de factores quimicos, y en especial
de los solventes organicos. Estos solventes pueden provocar una alteracion de la in-
tegridad estructural de las proteinas, que redundaria en las propiedades esenciales de
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las enzimas, es decir, su actividad y estabilidad cataliticas; una pérdida de las mismas
significaria un incremento de los costes de produccion del proceso industrial. Las es-
trategias mas empleadas para contrarrestar este efecto es la de intentar aumentar la
estabilidad de las enzimas. La segunda de ellas viene derivada de que las enzimas
son catalizadores naturales, cuyo proceso de obtencion es normalmente costoso; su
recuperacion del medio de reaccion es esencial para que de nuevo puedan ser utiliza-
das. El tener la enzima unida a una matriz sélida (enzima inmovilizada), insoluble en el
medio de reaccion, facilita que al final de la reaccion pueda ser facilmente recuperada
y sometida a repetidos usos, lo que permite, ademas, que la solucion final no conten-
ga la proteina indicada. Muchas veces, la simple uni6n a la citada matriz puede tam-
bién aumentar la estabilidad de la enzima.

Nuestro grupo de investigacion posee desde los afios 80 una gran experiencia
en métodos de estabilizacion de enzimas por inmovilizacién en soportes sélidos in-
solubles en agua y su uso en la sintesis de compuestos de quimica fina. Al principio
de la década de los arios 90, el grupo inicio el analisis de las enzimas solubles y es-
tabilizadas por inmovilizacion, en medios constituidos por solventes organicos. Como
ejemplo de ello, en las siguientes Figuras 4 y 5 se representan los comportamientos
de una misma enzima, la quimotripsina inmovilizada en un soporte inorganico, |a tie-
rra de diatomeas (Celite), y utilizada en la sintesis de un péptido, pero en presencia
de solventes organicos tanto miscibles como inmiscibles con agua, respectivamente.

Comportamiento de enzimas en solventes
organicos :cilie: con agua

®

o ‘) | Comportamiento de enzimas en solventes
7 arganicos o % con agua

@i -La enzime quimctripsine
HASee  nmoviizada  en  Celite
mostré  actividad an e
sintaain del péptide Bz<Tye
ATgOEL.

+ El major
£t v g

*lLa enzima quimotnpsina inmo-
vilizads an Ceiife mosird baja
autividad en ia aintea)s del péptido
Bz-Tyr-ArgOEL.

£

)
* A aitas concentracion de goiven- §
tes organices, au mckividad fuo

din fue s
nule. s

Activity {U ! g sop)
-

vExisti6 un efésto de fasactiva-
€itn por. “Etrpping” de s Foles
S wulse: decagua esenciales para fa | Ags-y

o Sclividad da fa enzima,

* Existid ung concsnlracion
daagua esencial purs s
maxima xetividsd - sintética
de b mngisig

& BanceRtracionss: sups:
Tiores Bl hdrafisis.

Figura 4. Las enzimas en medios orga- | Figura 5. Las enzimas en medios organi-
nicos miscibles con agua. cos inmiscibles en agua.

En solventes miscibles con agua, tales como dimetilsulfxido, acetonitrilo o te-
trahidrofurano, la enzima mostro baja actividad, dependiendo del solvente y de la
concentracion del mismo. Al aumentar su concentracion, en todos ellos se produjo
una pérdida total de la actividad de la enzima. Este efecto de inactivacion se debe a
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la eliminacion de las moléculas de agua que son esenciales para que la enzima
mantenga su estructura activa. En la lengua inglesa al efecto se le denomina “water
stripping”. En el caso de los solventes inmiscibles con agua, como el hexano, la acti-
vidad de la enzima fue maxima a una concentraciéon de agua esencial para mantener
la estructura nativa de la proteina. A concentraciones superiores de agua la actividad
sintética fue nula, al incrementarse paralelamente la actividad hidrolitica.

Ademas, la utilizacion de solventes organicos, como medios de reaccién de las
biotransformaciones especificas en la manufacturacion de productos farmacéuticos,
lleva implicitos unos riesgos de toxicidad inherente, flamabilidad, explosién, disminu-
cién de las concentraciones de ozono en la atmosfera y la estratosfera, etc.

Los solventes neotéricos

Los investigadores de la academia y la industria, teniendo en cuenta los princi-
pios de la Quimica Verde, han desarrollado solventes o sistemas de solventes neo-

téricos (del latin neotericus, y este del griego vewTepikdg, que significa nuevo, re-
ciente, moderno), que reducen los riesgos intrinsecos que estan asociados a los sol-
ventes tradicionales,

@ ¢ Como solventar los inconvenientes de
utilizar los solventes organicos?

oo puiveriss nenlaricos
* FLUIDOS SUPERCRITICOS (1985- ...)
* LIQUIDOS IONICOS (2000- ...)

TN

> Desarrollar procesos industriales limpios.

< Evitar medios peligrosos de reaccion.

<o Facllr

P ion de los pr
- REUTILIZACION DE LOS SOLVENTES.

#> Biocatalisis en Solventes Neotéricos.

Figura 6. Biocatalisis en solventes neotéricos.

¢ Cudl es el interés en estos solventes neotéricos? Pues, obviamente, que
constituyen una alternativa verde o sostenible a los solventes organicos volatiles
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usualmente empleados en la industria quimica, y por tanto, van a permitir el desarro-
llo de procesos industriales limpios, sin emanaciones de solventes volatiles a la at-
mosfera. Como dato, es conocido que cada ano en la UE se liberan a la atmosfera
10 millones de toneladas de solventes orgénicos volatiles. Ademas, los solventes
neotéricos al no ser inflamables, permiten la realizacion de reacciones quimicas en
condiciones seguras para los operarios. Obviamente, dado que no se evaporan, van
a permitir una facil separacién de los productos por operaciones simples, como des-
tilacién, pervaporacion, filtracion, etc. Y la parte mas importante, una vez finalizado el
proceso, el solvente es totalmente recuperado y reutilizado en el proceso. Ademas, en
nuestro caso, la utilizacion de biocatalizadores puede permitir la incorporacién de to-
das las ventajas de eficacia y selectividad de los catalizadores de los seres vivos a los
procesos quimicos industriales, por lo que se consigue desarrollar, desde el cataliza-
dor hasta el solvente, un proceso integral verde.

Entre dichos solventes cabe destacar, en primer lugar, los fluidos supercriticos,
cuya aplicacion en procesos enzimaticos se inicié a principios de los noventa, aun-
gue su empleo en procesos de extraccién como el de la cafeina del café o la nicotina
del tabaco, se viene realizando desde los afios setenta. Los otros solventes neotéri-
cos son los liquidos iénicos. El interés en estos compuestos se puede deducir de la
revision, en la IS! Web of Science, del nimero de publicaciones que contienen el
término “ionic liquid” en el titulo, resumen o palabras clave, desde el afio 1990. La
evolucién en el tiempo indica un crecimiento exponencial de las mismas, a partir del
afio 2.000, que es cuando se publica el primer articulo de utilizacién de los liquidos
ionicos como medios de reaccion en las biotransformaciones enzimaticas.

| Publicaciones en liguidos ionicos | ‘

Fuente: 1S} Web of Science

lonic tiquid in the Litle, abstract or keywords

1600 4 Publicaciones totales &
B Patentes

1
<

&
2
=

# a

.

R 5 *
; s]lerassosssine®®

1592 1956 2000 2004
Afio de publicacién

Figura 7. Evolucion de publicaciones en quuidos
idnicos.

Numero de Publicaciones
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¢Qué es un fluido supercritico?

El concepto de fluido supercritico hace referencia a un estado de la materia en
el cual el compuesto se comporta como un fluido, no es gas, ni es liquido, sino am-
bas cosas a la vez, pues muestra propiedades de ser al mismo tiempo un gas y un
liquido. En un diagrama de fases de un compuesto se representan las condiciones
de presion y de temperatura por las cuales el compuesto esta en cada uno de los
tres estados, solido, liquido y gaseoso. Todos los materiales tienen puntos criticos
que determinan su comportamiento de fases. Si el punto critico representa aquel
valor de presion y temperatura en el cual no existe una clara diferenciacion entre los
estados liquido y gaseoso, las condiciones supercriticas hacen referencia a condi-
ciones de presion y temperatura superiores al punto critico, en las que tienen exis-
tencia los fluidos supercriticos.

En estas condiciones, los fluidos presentan unas propiedades muy interesantes
para su aplicacion en procesos de reaccion y extraccion, entre las que cabe destacar:

a) Permiten unas elevadas velocidades de transferencia de masa, puesto que difun-
den como los gases y poseen unos valores de densidad correspondientes a los
liquidos.

b) Sus capacidades como solventes son modulables, es decir, se puede modificar su
caracter polar o apolar, en funcién de las condiciones de presién y temperatura a
las que se sometan, propiedad que también varia con la adicion de otros posibles
solventes (cosolventes) al fluido, para ayudar a solubilizar un determinado com-
puesto.

Los fluidos supercriticos como medio de
reaccion

VINTAJAS

> Transporte de materia elevado
Difi de gases y de liquidos.

%> Propiedades regulables como solventes
(P, 7, cosolventes, etc).

Peessure (bar)

. - GAS.
BD Capacidad de extraccion alta. gt vt

B> Facit recuperacion de productos. ¥
Tempealurs (°T1

B Solventes "verdes”.
p.e. CO;: T, =231,3°C; P =729 bar; .= 0,47 g/mL

Bl e
X Elevado coste de los equipos apropiados de alta presion

Figura 8. Los fluidos supercriticos como solventes.
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¢) Como consecuencia de las dos propiedades anteriores, los fluidos supercriticos
adquieren una alta capacidad extractiva, por lo que sus principales aplicaciones
van desde la extraccion de principios activos de materiales naturales a los proce-
sos de oxidacion de aguas residuales industriales.

d) Gran facilidad para la recuperacion de los productos extraidos, ya que, con solo
cambiar la presidn, el fluido pierde su condicion supercritica y precipitan los pro-
ductos disueltos en el mismo.

e) Los fluidos son totalmente reutilizables con la simple presurizacidn del sistema
para volver a las condiciones supercriticas.

f) Se puede seleccionar un determinado fluido que sea inocuo frente al deterioro
medioambiental y utilizable con los biocatalizadores, como es el caso del diéxido
de carbono.

g) Sin embargo, el inconveniente del uso de los fluidos en condiciones supercriticas
es el elevado coste de los equipos, ya que se necesitan instalaciones adecuadas
de alta presidn, con sistemas de control que garanticen las condiciones de segu-
ridad exigidas.

La experiencia conseguida en los laboratorios de la Universidad ha conducido
al disefio de varios tipos de reactores, que se consideran los mas adecuados para
los fines que se persiguen. En la Figura 9 se representa un reactor de tanque agita-
do para su uso con fluidos supercriticos, que opera con particulas de enzima inmovi-
lizada, por ejemplo, enzima adsorbida sobre tierra de diatomeas.

Esquema experimental de un reactor enzi~
matico en diéxido de carbono supercritico

Figura 9. Reac'torrenzimético de scCOzl.”
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Para el funcionamiento del mismo, es necesario llenar el reactor mediante una
bomba de alta presién, con diéxido de carbono liquido enfriado previamente. A con-
tinuacion, el reactor se presuriza y se termostatiza a las condiciones establecidas
para situar el fluido en la condicion supercritica determinada, de acuerdo con el dia-
grama de fases correspondiente. Una vez alcanzadas las condiciones, seguida-
mente se introducen los sustratos con una segunda bomba de alta presion, con o
que se inicia la reaccion. Una vez terminada la misma, el reactor se despresuriza y
los productos de la reaccion se recogen, mediante un restrictor termostatizado, so-
bre un solvente adecuado. El fluido supercritico pasa a fase gaseosa, que o bien se
recicla, o se expulsa a la atmdsfera.

¢ Qué comportamiento poseen las enzimas en el didxido de carbono supercriti-
co? Pues la enzima lipasa inmovilizada en la tierra de diatomeas es capaz de catali-
zar la sintesis del aroma butirato de etilo con un 100% de conversién, en unas con-
diciones de 100 bares de presion, y a 50°C de temperatura. Su actividad es depen-
diente de la densidad del scCO,, que es funcion de la presion y temperatura a las
que se situe el fluido, pero también de una concentracion de agua esencial para que
mostrara la maxima actividad sintética. Es decir, el didxido de carbono, de acuerdo
con su estructura, se comporta con las enzimas al igual que un solvente organico
que sea inmiscible con agua.

Comportamiento de enzimas en diéxido de
carbono supercritico, iivscilzie con agua

«La snzimas lipasa CAL B inmaovilizada en Celite mastrd un 100% de
conversion sn la sintesls del éstar butlrato de atila.

+ Ef modio fue % TR0 nan, 3G 0L

« Tambign fue ia una acion de agua ial para ta
maxima actividail sintotica de la enzima 7 5.,
s

ety (g ME)
- PO

Figura 10. Las enzimas en CO; supercritico.
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¢ Qué es un liquido iénico?

Los liquidos i6nicos son sustancias liquidas formadas exclusivamente por io-
nes. El ejemplo mas comun es la sal, cloruro sédico, que a temperatura ambiente es
solida, pero si se calienta por encima de su punto de fusién, 800°C, se funde y se
convierte en un liquido que sigue teniendo su caracter idnico. Sin embargo, cuando
se disuelve un cristal de sal en agua se obtiene una solucién i6nica, es decir, iones
que se rodean por un numero determinado de moléculas de agua.

@J los liquidos i6nicas como medio de reaccion ‘

Son Houidos formados sompislaments por i0nss
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Figura 11. Los liquidos iénicos como solventes.

Los liquidos idnicos son sales que permanecen en estado liquido en un amplio
rango de temperaturas, incluida la temperatura ambiente. Esto es debido a su gran
tamano y a la flexibilidad conformacional de los iones, que conducen a pequefias
variaciones de entalpias cristalinas y grandes variaciones de entropia que favorecen
el estado liquido.

Obviamente, estos liquidos idnicos estan constituidos por un catién y un anion,
por lo que las combinaciones posibles son muy elevadas. Una estimacién realizada
nos habla de una cifra de un trillon de posibilidades. Las propiedades fisicas y qui-
micas que posean estos liquidos son funcion de la naturaleza del tipo del catién y del
anion, lo cual permite seleccionarlos de acuerdo con las aplicaciones.

¢ Y cuéles son estas propiedades que los hacen interesantes para su aplicacién
industrial? Pues en primer lugar, poseen una alta conductividad iénica y una amplia
ventana electroquimica, propiedades que son logicamente consecuencia de su natu-
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raleza i6nica, lo que hace que se empleen en baterias de Ultima generacién. Pero
ademas poseen una tension de vapor practicamente nula, es decir, no se evaporan y
no son inflamables, se mantienen en estado liquido en un amplio rango de tempe-
ratura, con una alta estabilidad térmica, que en muchos casos supera los 300 °C.
Por encima de esta temperatura suelen descomponerse. Estas propiedades los han
convertido especialmente utiles para su empleo como liquidos refrigerantes en moto-
res de alta precision de la industria militar y aeroespacial. Sin embargo, la propiedad
mas relevante es la de poseer un alto poder disolvente con distintas materias orga-
nicas e inorganicas, dentro de un amplio espectro de sustancias, desde carbén
hasta plasticos, muchos metales e incluso, rocas.

Entre todas las propiedades fisicas y quimicas de los liquidos i6nicos, proba-
blemente tanto su polaridad como su relacién con el agua sean las mas importantes
para las aplicaciones biotecnolégicas de estos solventes neotéricos.

| Propiedades principales de los LI |

#Alta polaridad.

1
|
{  »inmiscibilidad con H,0.

iPreservan las moléculas
de H,Q esenciales para la
actividad de {as enzimas!

Recordemos que el agua es el disolvente donde ocurre la vida, y la presencia
de un nimero minimo de moléculas de agua en el entorno proteico es necesaria pa-
ra su actividad. Segun la escala de polaridad de Reichardt, que otorga el valor 1 al
agua como compuesto mas polar, y 0 al tetrametilsilano como compuesto mas apo-
lar, los liquidos i6nicos ocupan en la citada escala valores correspondientes a com-
puestos polares, con polaridad intermedia entre el etanol y el acetonitrilo, dos disol-
ventes clasicos utilizados en Quimica y que son miscibles con el agua. Sin embargo,
es de destacar que muchos de estos liquidos iénicos no son miscibles con agua.
Son enormemente higroscopicos, tienen una tendencia a hidratarse hasta alcanzar
un contenido en agua del 2-3 %, pero no se disuelven en el agua. Este hecho es de
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enorme importancia para la verificacion de las reacciones enzimaticas, ya que los
liquidos i6nicos son capaces de preservar la esfera de hidratacion de las proteinas,
sin desproveerlas de las moléculas de agua esenciales para el mantenimiento de su
estructura tridimensional, y por tanto, de su actividad catalitica.

Las altas polaridades e inmiscibilidades en agua de los liquidos ionicos son las
propiedades que han conducido a un gran nimero de publicaciones en los ultimos
ocho afos, en las que se han desarrollado procesos de biotransformaciones enzi-
maticas en liquidos idnicos.

Enzima Liquide onico Reaccidn
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Figura 13. Reacciones enzimaticas en liquidos
ionicos.

Y a modo de ejemplos, en la Figura 13 se presentan una serie de aplicaciones
de las diversas clases de enzimas, tales como hidrolasas, oxido-reductasas, race-
masas, etc, en una gran variedad de liquidos i6nicos, solubles e insolubles en agua,
para la obtencién de una diversidad de compuestos de interés industrial, tales como
aminoacidos, antibioticos, péptidos, polimeros, etc.

¢ Como disenar y realizar reacciones enzimaticas en liquidos i6nicos?

Desde el comienzo de las investigaciones de nuestro grupo de investigacion en
este siglo, el objetivo planteado ha sido el disefio de nuevos procesos biocataliticos
que reunan las condiciones que establecen los principios de la Quimica Verde, es
decir, la utilizaciéon de enzimas en liquidos idnicos en procesos continuos de sintesis
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de compuestos de quimica fina y farmacéuticos. A lo largo de estos afios, y en cola-
boracién con el Prof. Vaultier de la Universidad de Rennes, se han desarrollado di-
versas publicaciones en las que se ha analizado el comportamiento de enzimas li-
bres en liquidos iénicos como medio de reaccion, de enzimas inmovilizadas en so-
portes solidos y recubiertas con liquidos i6nicos, y enzimas adsorbidas a liquidos
inicos unidos covalentemente a un soporte.

LLomo digsiiar pi enzimati con
liquidos ionicos?
Experimentacion =
1. Enzimas libres en liquidos iénices como medio a

de reaccidn,

2. Enzi i ili en P sdlidos,
recubiertas con liquidas iénicos. N

AR S

3. Enximas inmovilizadas en soportes sblidos) 2
con liquidos iGnices unidos covalentemente. 32
&

LCOmo realizar reacciones enzimiticas
i

en liquidos ionicos?

¢

Figura 14. Disefio de procesos enziméti- | Figura 15. Realizacion de reacciones
cos con liquidos iénicos. enzimaticas en liquidos iénicos.

¢ Cémo realizar reacciones enzimaticas en liquidos idnicos como medio de
reaccion? Pues, en principio, basta con adicionar las enzimas disueltas en agua o
bien inmovilizadas en un soporte, sobre el liquido i6nico. A continuacion, se adicio-
nan los sustratos a transformar en productos, se incuba el sistema en las condicio-
nes Optimas para la realizacion de la reaccion catalitica, y transcurrido el tiempo
adecuado, se recuperan los productos formados. Con objeto de no deteriorar a la
enzima, la técnica mas usual para la recuperacion de los productos es la adicién de
un solvente no miscible con el liquido iénico y capaz de solubilizar y/o extraer selec-
tivamente los productos. Tras la separacion, el sistema liquido iénico — enzima, se
reutiliza en un posterior ciclo catalitico.

En el primer disefio de la experimentacion realizada en nuestros laboratorios de
la Universidad de Murcia, en los que se han utilizado enzimas libres y suspendidas
en los liquidos i6nicos, se ha puesto a punto la sintesis enzimatica de diversos éste-
res de interés comercial mediante la utilizacion de lipasas y proteasas. Asi, se han
sintetizado ésteres de aminoacidos, o ésteres alifaticos de aplicacion como aromas
alimentarios. Quizas la cualidad catalitica mas importante de las enzimas sea su
estereoselectividad, es decir, su capacidad para reconocer un solo isémero en el
seno de una mezcla racémica. Recordemos que, tal como descubrié Pasteur en el
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siglo XIX, la vida es quiral, es decir asimétrica. En este sentido, las enzimas también
han sido capaces de resolver mezclas racémicas de alcoholes secundarios quirales,
es decir, reconocer especificamente a uno de los dos compuestos idénticos que
constituyen la mezcla racémica, y que solo se diferencian en su capacidad para des-
viar la luz polarizada en un sentido o en otro. Asi, se ha realizado la resolucion ciné-
tica de 2-pentanol, 1-fenil etanol y glicidol. Ademas, en el caso del 1-feniletanol, se
ha realizado un proceso quimio-enzimatico capaz de resolver la mezcla racémica,
pero obteniendo unos rendimientos en producto superiores al 50%.

Procesos quimicos analizados con enzimas
libres en liquidos ionicos.
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Figura 16. Procesos quimicos con enzimas libres
en liquidos iénicos.

En la verificacion de estos procesos, las enzimas han mostrado un alto nivel de
actividad y enantioselectividad, pero lo méas sorprendente ha sido la excelente esta-
bilidad de las enzimas, en un medio no convencional como son los liquidos idnicos.
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Y, asi, las enzimas en liquidos iénicos muestran un incremento de termo-
estabilidad hasta 2.800 veces mayor respecio a la que tienen en los solventes orga-
nicos normalmente utilizados, lo que supone, ademas, que su tiempo de vida media
operacional se incrementa considerablemente, llegando a alcanzarse, en algunos
casos, los 280 dias a 60 °C de temperatura.

-
e Quimien

Efecto de los liquidos idnicos sobre la
estructura de las enzimas
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Los estudios espectroscdpicos realizados para conocer si los liquidos idnicos
afectan a la estructura de las enzimas revelaron que los liquidos idnicos preservaban
la conformacion tridimensional de la estructura nativa de la enzima, frente a la alte-
racion estructural que se observa cuando las enzimas estén en presencia de un sol-
vente organico tal como el hexano. Por tanto, los liquidos iénicos mantienen estable
la conformacién activa de las enzimas.

Pero, ¢ todos los liquidos idnicos son adecuados para realizar biotransformacio-
nes enzimaticas?. Obviamente la respuesta es no. Y las razones hay que encon-
trarlas en esa estrecha relacién que mantienen con el agua, la cual a su vez, es ne-
cesaria para las enzimas. Asi, se ha podido observar que los liquidos idnicos misci-
bles con agua han resultado ser medios inadecuados de reaccién para los procesos
enzimaticos, tanto con enzimas liofilizadas, disueltas en agua o inmovilizadas, dado
que eliminan las moléculas de agua esenciales para las enzimas, provocando su
desactivacion por el fendbmeno ya mencionado como “water stripping”.
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@ Nivel de actividad de enzimas en liquidos
ibnicos segln su solubilidad en agua
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Figura 20. Nivel de actividad de enzimas en liquidos
iénicos.

Sin embargo, los liquidos iénicos inmiscibles con agua resultan ser excelentes

medios de reaccion para las enzimas. Las liquidos i6nicos miscibles con agua y utili-
zados disueltos en agua a elevada concentracién, no son liquidos ionicos, son solu-

ciones ionicas, y no son objeto de nuestro interés.

Entonces, si el medio natural de actuacion de las enzimas es el acuoso, y los
liquidos i6nicos inmiscibles en agua son el medio en el que las enzimas muestran
una mayor actividad y estabilidad, ¢como explicar este contrasentido?. Se puede
establecer una respuesta hipotética si se tienen en cuenta las estructuras plausibles
de los liquidos idnicos, la del agua y las interacciones de ambos con las enzimas.

¢ Cudl es la estructura molecular de los liquidos i6nicos? El Profesor Jairton
Dupont de la Universidad de Porto Alegre de Brasil ha sido el primer investigador en
describir un modelo estructural de los liquidos i6nicos. La hipétesis establecida por el
citado investigador consiste en aceptar que un liquido idnico puro es una matriz li-
quida supramolecular polimérica, mantenida por enlaces por puente de hidrégeno
entre los cationes y los aniones organizados en el espacio en una red dinamica tri-
dimensional. En esencia, los liquidos i6nicos no se organizan como los solventes

moleculares.
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| Estructura molecular de los liquidos iénicos
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Figura 21. Estructura mole

s liquidos ionicos.

Segun esta hipoétesis, cuando un compuesto o un cosolvente se adiciona a un
liquido idnico, no se solubiliza como tal, por interaccion con los iones, sino que que-
da atrapado e incluido en los pequefios huecos de la red tridimensional. Una mayor
adicion de cosolvente provocaria la ruptura de la red con la aparicién de iones tri-
ples, pares i6nicos o los iones dispersos, conforme aumenta la concentracion de co-
solvente. Este modelo de estructura ordenada de los liquidos idnicos es muy similar
a la estructura del solvente universal de los seres vivos, el agua.

Efectivamente, el agua también se organiza gracias a la formacion de enlaces
por puente de hidrégeno entre las moléculas y dicho orden se modifica en funcién de
la temperatura. Asi, el maximo estado de organizacion de las moléculas de agua
ocurre por debajo de los 0°C, es decir en estado sélido, mientras que el maximo gra-
do de desorganizacién ocurre por encima de los 100°C, es decir, en estado gaseoso.
Pero en ambos estados, sélido y gas, no hay vida, la vida ocurre en estado liquido, y
en ese estado, las moléculas de agua modifican su nivel de organizacién en funcion
de la temperatura. A mayor temperatura, mayor es la energia cinética de las molé-
culas, y por tanto, menor es la estabilidad de los enlaces por puente de hidrégeno
que soportan su estructura.
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Figura 22. Organizacion estructural del agua.

En base a todo esto, 4qué ocurre con las enzimas cuando se disuelven en pre-
sencia de un liquido i6nico? ¢ Por qué se desnaturalizan por el calor? Y ¢ por qué los
liquidos idénicos no miscibles con agua ejercen un efecto protector frente a la desna-
turalizacion? En el caso de una enzima disuelta en agua en condiciones suaves de
temperatura, la accion del calor provoca su desnaturalizacion y desactivacion, fun-
damentalmente por la pérdida de la estructura del medio que la soporta, ya que el
incremento de la energia cinética de las moléculas de agua destruye las interaccio-
nes que mantienen la conformacion activa de la enzima. En este sentido, la presen-
cia de sustancias formadoras de enlaces por puente de hidrégeno con el agua, como
es el polialcohol sorbitol, ejercen un efecto estabilizador de las enzimas.

{Como se estabilizan las enzimas en los LI?
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Lozano of al.. {2005). Biocatal. & Biotransform., 23, 169-176

Figura 22. Estabilizacion de enzimas en liquidos iénicos.
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Por el contrario, los liquidos i6nicos no miscibles con agua mantienen ocluida a
ta enzima en su red supramolecular, por lo que mantienen las moléculas de agua en
el microentorno de la estructura enzimatica. Ademas, al comportarse los liquidos
ibnicos como una red dinamica, el incremento de la temperatura no destruye su es-
tructura, y las moléculas de agua permanecen alrededor de la enzima, y por tanto, la
enzima es fuertemente estabilizada.

Procesos continuos integrales de sintesis quimica verde con enzimas

Las reacciones enzimaticas que se han presentado anteriormente son eso,
reacciones quimicas catalizadas por enzimas. En ellas se muestran las excelencias
de las enzimas y de los solventes neotéricos empleados. Pero obviamente, el interés
de cualquier industria quimica esta en el desarrollo de un proceso en continuo.
Ademas, en el proceso esquematizado en la Figura 15 donde se planteaba previa-
mente la reutilizacién del sistema liquido i6nico - enzima, se empleaban solventes
organicos para extraer los productos de la reaccién enzimatica. Este hecho rompe el
criterio de proceso integral verde. Es decir, se evitaban los solventes organicos co-
mo medio de reaccion, pero se utilizaban en la recuperacion de los productos.

¢C6mo realizar procesos continuos de
sintesis quimica VERDE con enzimas

R-OH
a] L»R,»COO-R)

oH,cHO

R-COO-CHaCH,—< [
Q

LIPASA

Figura 23. Realizacion de reacciones enzimaticas en
liquidos idnicos.
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¢ Como se pueden realizar procesos continuos de sintesis quimica verde de
modo integral y utilizando enzimas como catalizadores? Para el desarrollo de proce-
sos continuos verdes fue clave el descubrimiento del equipo de la Profesora Joan
Brenecke en la Universidad de Notre-Dame en EE.UU., segun la cual, los fluidos
supercriticos eran capaces de penetrar en un liquido iénico y extraer las sustancias
disueltas en é€l, dejando intacto el liquido iénico, es decir, los fluidos supercriticos se
solubilizaban en el liquido iénico, mientras que los liquidos idnicos eran insolubles en
el scCOs,.

Conocidas las ventajas de los liquidos idnicos en la actividad y estabilidad de
las enzimas, asi como de la eficacia del scCO; para transportar sustancias disueltas
en el mismo, planteamos la estrategia de combinar ambos fluidos para desarrollar un
reactor enzimatico con dos fases claramente diferenciadas: a) la fase catalitica
constituida por la enzima inmovilizada sobre un soporte sélido y suspendida en el
liquido i6nico, y en la que la enzima llevaria a cabo las biotransformaciones, y b) la
fase extractiva, en la que scCO; llevaria a cabo el suministro de sustratos hasta el
microentorno de la enzima y la extraccion de los productos, una vez que la enzima
hubiese verificado la biotransfomacion.

¢ Como desarroliar procesos gquimicos
continuos verdes?
Blanchard et al, en ef aho 1999, extablecieron que:
* El 5cC0, s¢ solubilizaba en los liquidos ibnicas.
+ L.os Hguidos idnicos eran insolubles en ol 8eCO,.
Faprriogin UMY Ullizacién corbinnda de solveates maolerives

Solvente Enzima Sustrato

T p da
materia
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Figura 24. Desarrollo de procesos quimicos continuos
verdes.

Para el desarrollo de esta idea, se disefid un dispositivo experimental constitui-
do por una botella de diéxido de carbono liquido presurizada a 100 bares conectada
a una bomba de jeringa, que es capaz de suministrar CO, supercritico hasta una
presidn de 500 bares. Este circuito esta acoplado a un segundo circuito de suminis-
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tro de los sustratos mediante una bomba de HPLC, y los flujos totales de ambas
bombas se combinan de tal manera, que los sustratos se solubilizan continuamente
en la fase supercritica en el punto donde se encuentran, al mismo tiempo que son
suministrados de modo continuo al reactor termostatizado en la temperatura desea-
da. Esta fase extractiva con los sustratos disueltos en el dioéxido de carbono super-
critico entra en contacto con la fase catalitica, que contiene las enzimas recubiertas
con liquido idnico, lo que permite que al mismo tiempo, éstas catalicen la biotrans-
formacion y se extraigan los productos de la reaccion. El proceso termina cuando el
flujo de diéxido de carbono supercritico, que contiene los productos disueltos, se
despresuriza a través de un restrictor termostatizado, por lo que se elimina el diéxido
de carbono y se recoge el producto obtenido con el 100% de pureza y exento de
cualquier traza de solvente.

l Disefio experimental del proceso verde

Flijo Total = 2 mUmin
95 % Flujo

CO, Liquido

xperimental del proceso verde.

Figura 25. Disefi

Obviamente, en los procesos industriales, la etapa de despresurizacion se rea-
liza en tanques especificos que permiten la recuperacién del dioxido de carbono pa-
ra su reutilizacién una vez presurizado. Mediante este disefio experimental, se reali-
zaron diversos procesos de sintesis enzimatica. Uno de ellos fue la sintesis del aro-
ma alimentario butirato de butilo en el sistema liquido ibnico/fluido supercritico. La
enzima lipasa en forma soluble, no solo fue capaz de catalizar el proceso, tal como
indican los valores de actividad, sino que, ademas dicha actividad se incrementé con
el aumento de la temperatura, alcanzando su maximo valor a 100 °C. La temperatura
de 100 °C no es un valor usual para la actividad de los sistemas biol6gicos, lo cual
volvia a mostrar las excelencias de los liquidos iénicos para estabilizar a las enzi-
mas.
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Comportamiento de enzimas en el proceso
quimico continuo verde

La enzima lipasa soluble en liquide iGnico-scCO, cataliza la sintesis
de butirate de butilo (aroma alimentaric).

Temp. | Pres 8 Activ. | Sel. | t,.*
(°C) | teary | (gimL | (UMg} | (%) | (ciclos}

40 150 | 0.78 44 96 | 284
50 125 | 0.6 62 98 [ 101
5 99

Actividad Sintetica { %)

2 4 6.8 10
Ciclos do Oparacisn

Figura 26. Enzimas en el proceso quimico
continuo verde.

Este fenébmeno puede verse claramente reflejado en la figura, que muestra la
variacion de la actividad con el numero de ciclos de utilizacion. El sistema se ensay6
en ciclos de 4 horas durante 10 dias. Como puede observarse, el perfil de actividad
fue practicamente constante a 40 °C, mientras que a 50 °C, y sobre todo a 100 °C, la
enzima mostrd una pérdida inicial de actividad, para alcanzar después un nivel esta-
ble de actividad. No es normal que una enzima de origen no extreméfilo mostrase
este perfil de actividad en condiciones tan adversas, de scCO, a 150 bares de pre-
sién, 100 °C de temperatura y en ausencia de agua.

Con objeto de corroborar estos resuitados de exaltacion de la estabilidad de la
enzima, se llevdé a cabo una reaccion de sintesis estereoespecifica de resolucion
cinética del s-1-feniletanol, en las mismas condiciones adversas de la reaccién de
sintesis del butirato de butilo, a saber di6xido de carbono a 100 bares de presion,
150 °C de temperatura y en ausencia de agua, condiciones existentes en la superfi-
cie del planeta Venus. Pues bien, bajo estas condiciones, la enzima lipasa también
fue capaz de catalizar dicha reaccién con el maximo nivel de estereoselectividad du-
rante varios ciclos de 4 horas de operacién. Es decir, una proteina obtenida de un
ser vivo y utilizada tanto en forma libre como inmovilizada fue cataliticamente activa
durante mas de 20 horas en condiciones extremadamente adversas.
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Figura 27. Enzimas en el proceso quimico continuo
verde.

Estos resultados vienen a corroborar la eficacia de los liquidos i6nicos como
agentes hiper-estabilizadores de las enzimas, y por supuesto, que las enzimas no
son catalizadores débiles para las condiciones usualmente empleadas en los proce-
s0s quimicos industriales.

Pero para que este proceso de sintesis sea mucho mas rentable desde el punto
de vista industrial, no solo ha de ser continuo, sino que, ademas, los reactivos que
se utilicen han de ser de bajo coste. No es el caso de los liquidos i6nicos cuyo coste
de produccion es muy elevado, factor que limita su uso a escala industrial en las
procesos quimicos. Una de las maneras de reducir costes es la de minimizar la can-
tidad de liquido i6nico que se utiliza en las biotransformaciones. Y, asi, se han obte-
nido una serie de soportes soélidos de inmovilizacién que contienen los liquidos i6ni-
cos unidos covalentemente y que proporcionan una fase liquida en su superficie.
Esto permite, ademas de reducir el consumo de liquido ionico, el de proporcionar en
el microentorno de la enzima la cantidad minima necesaria de liquido i6nico para
preservar las cualidades cataliticas de dicha enzima en condiciones supercriticas.
También se aumentan los tiempos de operacion, ya que la estabilidad de la capa de
liquido i6nico acoplada covalentemente sobre el soporte es mucho mayor que si di-
cha capa esta solo adsorbida.
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Figura 28. Enzimas inmovilizadas en quUidos
ionicos unidos covalentemente a un soporte.

Asimismo, la reduccion del espesor de dicha capa de liquido iénico permite una
serie de ventajas operacionales, como es la reduccién de los problemas de trans-
porte de materia, para facilitar el acceso de los sustratos al centro catalitico y la sali-
da de los productos del mismo tras la accion de la enzima. La principal desventaja
de esta estrategia es la laboriosidad en la preparacién del soporte, que anterior-
mente se obtenia por simple adsorcion del liquido idnico sobre la enzima.

En la Figura 29 se presenta el dispositivo experimental desarrollado, en el cual,
adicionalmente a las bombas que suministran el diéxido de carbono supercritico y
los sustratos en las condiciones deseadas, también se ha incorporado un reactor
tubular conteniendo un monolito, es decir, una matriz polimérica continua que con-
tiene los liquidos idnicos unidos covalentemente a la superficie externa, y sobre la
que se ubica la enzima. De este modo los sustratos son nuevamente transportados
por la fase supercritica, y tras la accion catalitica se recogen los productos.
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Figura 29. Dispositivo experimental con Figura 30.Comportamiento de enzimas
M-SILP. en el M-SILP.

Este sistema ha sido ensayado para la sintesis de diversos ésteres del citrone-
lol, que es un alcohol terpénico comunmente utilizado en perfumeria. En la Figura 30
se presentan los perfiles de la operacion continua a diferentes temperaturas, y en los
que se compara la actividad de la enzima sobre dos monolitos distintos, respecto a
fa obtenida por el procedimiento clasico de adsorcion del liquido idnico sobre la su-
perficie de un soporte sélido. Como se observa, para todos los casos ensayados los
monolitos con el liquido idnico inmovilizado rindieron mejores resultados, lo que de-
muestra que es posible transferir las cualidades del liquido i6nico a una matriz séli-
da. A modo de curiosidad, los moles de producto obtenidos por mol de enzima du-
rante todo el tiempo en el que se realizé la reaccion enzimatica (“turnover number” o
nimero de recambio) fueron de varios 6rdenes de magnitud superiores a los que
usualmente muestran los catalizadores quimicos, tal como se ha comentado en las
propiedades de las enzimas.

Conclusiones

A lo largo de la presente leccion hemos puesto de manifiesto que:

a) Las enzimas en los liquidos iénicos permanecen estables y son catalitica-

mente activas, aunque no lo son en los solventes organicos convencionales.

b) Los liquidos i6nicos y los fluidos supercriticos permiten realizar reacciones
catalizadas por enzimas de sustratos polares en medios no acuosos. Tales reaccio-
nes son de importancia creciente puesto que las sustancias naturales tales como

péptidos, azucares, nucledtidos e intermedios bioguimicos, son los materiales im-
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portantes de partida para la sintesis de nuevos productos de quimica fina e interés

farmaceéutico.

c) La tecnologia enzimatica con liquidos idnicos y fluidos supercriticos como sol-
ventes permite realizar multiples reacciones de forma eficaz, continua y con reutili-

zacion de los solventes, bajo los principios de la Quimica Verde.

A qué desafios se enfrenta la Quimica Verde? Los desafios futuros a los que
se enfrenta la Quimica Verde son tan diversos como lo es la imaginacion cientifica, y
se dirigen a resolver los problemas de la sostenibilidad. Debido a su amplitud, no es
una sorpresa que los desafios estén orientados por razonamientos que van desde
los estrictamente econémicos a los puramente cientificos. Sin embargo, vamos a
agruparlos bajo dos aspectos especificos relacionados con los objetivos de un uni-
versitario: el docente y el investigador.

Respecto a la educacion, los estudiantes de todos los niveles deben educarse
en la filosofia y practica de la quimica verde. Los educadores necesitan de las he-
rramientas apropiadas, entrenamiento y materiales para integrar la quimica verde en
su ensefianza e investigacion. Algunos de los puntos importantes que se deben in-
cluir en los planes de estudio son:

a) El reconocimiento sistematico del riesgo/toxicidad como una propiedad fisi-
co/quimica de la estructura molecular, que puede ser disefiada y manipu-
lada.

b) El desarrollo y la utilizacién de experimentos de laboratorio para ilustrar los
principios de la quimica verde.

¢) La introduccién de ecuaciones equilibradas en los libros de texto y la sustitu-
cion de la magnitud “rendimiento” por “economia atémica”.

d) La introduccion de conceptos basicos de toxicologia quimica y las bases mo-
leculares del riesgo.

e) La incorporacién de temas sobre quimica verde en los cursos y examenes de

certificacion profesional.

f) La educacion de los legisladores en los beneficios de la Quimica Verde.
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Con relacién a los desafios de investigacién necesarios para conseguir los prin-
cipios de la Quimica Verde, se puede decir, en principio, que son numerosos, por lo
que no es posible realizar una discusién detallada de los mismos. Sin embargo, se
incluye una resefia de algunos de ellos, que suministra una ilustracién de los pro-
blemas actuales y pueden ayudar a estimular el pensamiento en otros nuevos:

a) El desarrollo de transformaciones que utilicen la energia mejor que la materia.

b) El disefio de sistemas de solventes con transferencia de materia y calor efica-

ces, y con integracion de la catalisis y la separacion de productos.

c) El desarrollo de metodologias sintéticas que incluyan la economia atémica y

sean benignas para la salud humana y el medio ambiente.

d) El desarrollo de una “toxicologia preventiva”, en la que incremento del cono-
cimiento de los mecanismos de su acciones biolégica y medioambiental se in-

corporen de manera continua en el disefio de los productos quimicos.
e) La manufacturacion de células fotovoltaicas que sean mas eficaces.

f) El desarrollo de transformaciones que preserven la funcionalidad sensitiva sin

la utilizacién de grupos protectores.
g) El desarrollo de superficies y materiales que sean durables y limpios.

h) Eldisefio de plasticos y polimeros biodegradables y sin aditivos.

El crecimiento de la Quimica Verde a lo largo de la década pasada necesita de
una aceleracién si se quiere que la ciencias moleculares consigan el desafio de la
sostenibilidad. Se ha dicho que la revolucion de un dia se convierte en la ortodoxia
del siguiente. Cuando los 12 Principios de la Quimica Verde se incorporen simple-
mente como una parte integrada de la quimica diaria ya no habra necesidad de in-
sistir, resaltar y hablar de la quimica verde. Y cuando dicho dia llegue, no podemos
imaginarnos los desafios que la Quimica encontrara.
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