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Capitulo 1

INTRODUCCION

Debido al uso generalizado de los hidrocarburos en diversas actividades humanas, el contenido
de azufre en el petréleo es de gran importancia por las consecuencias colaterales que implica.
El azufre emitido a la atmdsfera deriva principalmente del uso de combustibles automotrices e
industriales, por lo que se ha establecido que el nivel de este elemento en los combustibles de-
berd disminuir de SSQ a 50 :ppm'a' partir del 2006. Si bien es cierto que ya existen tecnologfas para
eliminar una cn.nr.idvnd‘ i}ﬁpona.nte de los compuestos organoazufrados del petrdleo (como la HDS),
los costos para oi)teﬁé; Vl’os.re‘ndimientos requeridos no son viables, existiendo asf la necesidad de

nuevas propuestas’ quepueda.n resolver el problema.

Entre las alt.ernrnti'vﬁg potenciales que han emergido se encuentra la biodesulfuracién, en la que
se propone el émpleb ae microorganismos desulfurantes tales como Rodococcus erytrhopolis, capaz
de "extraer”el dtomo de azufre de las moléculas organoazufradas, lo cual seria muy conveniente en
un proceso de desulfuracidén del petréleo. Sin embargo, una limitante importante es la estabilidad de
los microorganismos en medios orgdnicos como ¢l petrdleo, donde los contenidos de agua son muy
bajos. Con la intencién de reducir estas limitantes se ha propuesto la aplicacién de diversas enzimas
aisladas con capacidad de oxidar compuestos organoazufrados recalcitrantes a sus correspondientes

sulfonas, que al ser de mayor peso molecular y polaridad son mds ficiles de remover. La ventaja de




usar enzimas aisladas en vez del microorganismo completo es que son m4ds tolerantes a los medios
orginicos, factor importante para Ia a.pllcucion cn un proc(so dec rcﬁnaclon del p(.tro]oo Una dc

las enzimas que puede rea.hza.r est t.)po de cnuihsns es lu cloroperox:dnsn (CPO) producida por

L g

el hongo marino Calda; myces f

la cua.l presenta m:tlwdadas catalfticas muy elevadas con

respecto a otrns enzimas que rea.hzan e tlpo de oxidaciones (Ton'ai et al, 2003)

Aiin cuando las enzix:n};s son m4ds tolerantes que los mocroorgnnismés completos a los medios
orgdnicos, se ha explorado h; forma de mejorar su estabilidad en medios con la menor caniidad posi-
ble de agua, sistema que se nprox.imin'(a. al existente en los procesos de reﬁnac.ién' con’el objeﬁvb
de mejorar la estabilidad de las enzimas se han llevado a cabo varios procesos como la modlﬁ-
cacién quimica, la encapsulacién, el entrecruzamiento, Ia inmovilizacién, etc (Coombs, 2002) Con
el advenimiento de los materiales mesoporosos (Zhao et al, 1998a), se abre un érea pa.ra explora.r

la inmovilizacién enzimatica; estos materiales tienen la peculiaridad de que el camano de los poros

ser expuesta a condiciones extremas en el proceso, ademss este tnpo de mate ales tnenen grm fi.rea

superficial, son inocuos y son quimica y mecdnicamente estables.’

En este trabajo se evnluo el efecto de la mlnovxllzacnén de la. CPO en mntenal& mesoporosos

tipo SBA-16, enfrenta.ndo al biocatalizador libre e mmovlhzado a i ‘con alto cx do de
disolvente. Aiin cuando la actividad catalitica de la. CPO inmovilizada es inferior a la que presenta
la enzima l.lbre, mta sxgue siendo supenor alade otras enzimas que reconocen al sustrato empleado,
por lo que loa -csultados n]cnnzados perrmten continuar explorando el potencial de aplicacién de

la catdlisis enznmamca cn la mdustrm petrolern..




Capitulo 2

ANTECEDENTES

2.1. La problematica del azufre en los combustibles

La combustién empleada para obtener calor, generar energfa eléctrica o movimiento, es el proce-
so de emisién de contaminantes atmosféricos mas significativo. E] aire puro es una mezcla gaseosa
compuesta por 78 % de nitrégeno, 21 % de oxigeno y 1% de diferentes compuestos tales como
el argén, el diéxido de carbono y el ozono, por lo que la contaminacién atmosférica se refiere a
cualquier cambio en el equilibrio de estos componentes, lo cual altera las propiedades fisicas y
quimicas dcl aire {(Chamizo y Garritz, 1995), sicndo los principales contaminantcs los 6xidos de
nitrégeno, los hidrocarburos y los éxidos de azufre, entre otros.

En el dmbito nacional, la contaminacién atmosférica se limita a las zonas de alta densidad

dcmogrufcn o industrial; las emisiones anuales de contamma.nt.m en el pafs son superiores a 16
hi ula.r, por lo que la contaminacién por

millones de t.oneladns de las cuales el 65 % es de ongen

éxidos de azufre es uno de los t.emas que mas ha 11
para la Prcvencxon y Control de la Contammacnén mblental cn el Valle de México, 1996).

iGn {Comisién Metropolitana




Oxidos de azufre

El principal contaminante atmosferlco es el grupo de los: o:udos de azufre debndo a que es el
y Fedgral deniuestran

componente mayoritario de la lluwa aclda.. Est dms teahzados ‘n

el azufre el 1 o sus comp

Una pn.rt.e lmportante de atus emi;

con alto coutemdo d e azufre, extraer meta-l '

cs suma.mente CO!TOSXVO

1804 + Hz0 — Hz SO,
Con la Ilﬁ\(ié,'él SO, y 'él SO;, son "lavados”de la atmésfera y se vierten sobre rios y mares
en forma de ':'icid‘o sulfidrico y #dcido sulfiirico (H2S03 y Ha2SO4), por lo que la acidez del agua

ta. Este fend > afe la salud, provocando irritacién en los ojos y el tracto respiratorio,

au
reduciendo las funcnonm pulmonares y agravando las enfermedades respiratorias como el asma, la
bronquitis crénica ¥y el enfisema. En cuanto al efecto sobre algunos materiales, corroe los metales,

dcteriora Jos contactos cléctricos, ¢l papel, los textiles, las pinturas, ¢ incluso los matcriales de




construccién.
HzSO. + CaCO;.(cal) — CaSO,, -+ HzO + CO:

Enla mdu;trla, el azufre pre:.enr.e en productos de petroleo contn.mma ]os convertldora; cataliticos,

corroe pnrtes de motoru de combustlén interna y . de refinerf: debido a la formaclén de oxmmdos

de sulfuro (ngun, et al, ‘2002)

El grado de en'l‘isiéyn‘de'v so,«;nl_m
su contenido dé azufre, p?)rA lo"quéé Y en
consecuencia su precio‘es malyon:. “En{ M
permisible de azufre en los coinbustibl -
dor de 350 ppm; la Agencia de Proteccu‘Sn al
establecido que los requenn'uentos reducnré.n enido de sul fm‘o del dl&sel ¥y la gasolina a 30

ppm para el 2004 y a 15 ppm pa.ra el 2006. Por otro lado, la Secretarfa del Medio Ambiente del

Distrito Federal ha propuesto reducir el nivel de azufre en diesel combustible de 400 a 300 ppm
para el afio 2004 ¥ en Premium® de 220 a 30 ppm para el afio 2006, por mencionar algunos ejem-
plos (http://www.rolac.unep.mx}). Debido a lo anterior, se han desarrollado nuevas metodologias

quc scan aplicables a la industria y quc permitan reducir aiin m4s los niveles de azufre.

2.2. Desulfuracion del petrdleo

El campo de investigacién aplicada a la desulfuracién del petréleo es muy amplio, los métodos
son varindos y aunque algunos procesos ya son aplicados, la investigacién de técnicas alternativas

maiis eficientes sigue en pie.

No hay una forma universal para clasificar los procesos de desulfuracién, sin embargo esto

pucde hacerse basdandose en 1a ruta por la que los compuestos organcsulfurados son transformados
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(Babich y Mouljin, 2003). Los procesos pueden ser divididos en tres grupos dependiendo de si los
compucstos sulfurados son transformados, scparados de 1a corricnte de la refinacién sin descomposi-
cién o por ambas (figura 2.1). En el primer tipo de proceso cuando los compuestos organoazufrados
se transforinan, se forman productos sulfurados gaseosos o sélidos y la parte hidrocarbonada es
recuperada y devuclta a la corriente del proceso de refinacion, la hidrodesulfuracién convencional
(HDS) es el ejemplo maés tipico de este tipo de procesos. En el segundo tipo de proceso los com-
puestos orga.nosu.lf\uados son simplemente sepm'ados de la corriente del proceso de refinacién;
algunos procesos de este tipo primero tra.nsforma.n los compuestos organosulfurados en otros que
son mds féciles de separar; cua.ndo la cornente ‘es desulfuruda por separac:dn algunos productos
deseados se pueden perder al ser ret.emdos por Ias mo]écu]a.s organosulfuradns En el tercer tipo
de proceso, los compuestos organosulfurados son sepa.rados de la corriente y descompuestos en
una unidad de rem:t.or, estos proc(soa combxnados, los cua.l- proveen las bases de tecnologfas pro-
puestas recurrem:emente pm‘n la aplicacién en la industria, son promisorios para la produccion de

’ combustib]es”ultrn—bajos en contenidos de azufre.

on de con L
arufre con rebkorno 4- Mdrocarburos s/n eliminacidn de axulre
HDS 1 3
]

v
Combinacién:
Separacion + Descomposicion
Desumaclén cati/uca

Figura 2.1: Clasificacidén de los procesos de desulfuracién (Babich y Mouljin, 2003).




En la actualidad, uno de los procesos mas empleados el de la HDS, el cual es esencialmente
una reduccién catalitica con hidrégeno a alta tecmpcratura (350-500 °C) y alta presién (~ 1000psi),
convirtiendo los compuestos organosulfurados a sulfuro de hidrégéno (H2S) e hidrocarburos (Top-
soe et al., 1996). El proceso convencional de HDS usualmente se realiza con cal:ahzadom como
CoMo/Al120;3 y NiMo/AlzO3. Su transformacién cn términos de nivel dc desulfurucxon, acn\ndad y

selectividad depende de las propiedades de especificidad del cntnlxzador usado (concentracnén dela
3 de x'eaccndn (cemperatura.

especie activa, propiedades del soporte, ruta de sintesis), las condxcxon
presién parcial de hidrégeno y HaS, etc.), la naturaleza y concenzracnén de los [ mpuestos sulfu-

rados presentes en la corriente de alimentacidn, entre otros.’

en el

En la figura 2.2 se muestran algunos de los compuestos or :
petréleo, los compuestos sulfurados orgdnicos pohnuclea:es t.ambzén son de 1nter& para la desul-

furacién profunda de la corriente del proceso de reﬁnacl g :nn embn.rgo. son muy estables bajo las
condiciones de la HDS convencional y las rutas de reacc.lén, de desulfuracién son més complejas

comparadas con el dibenzotiofeno alquilado y no se corioéexi bien (Topsoe et al., 1996).

La rcacthdad de los compuestos orgnnosulfurados varfa enormemente dependiendo de la es-

tructura y d a.mb:enee local del atomo de azufre. La reactividad en la HDS sigue este orden (del

mas reacuvo ‘al

ch y Mouljin. 2003; Topsoe et al. 1996). La desulfuraciéon deseada del

os compuestos sulfurados menos reactivos puedan ser transformados.

Auuque lu HDS s n/procmo que ha sido implementado por refinerias del petréleo por varias
decadas, los cost,os dc operamén son muy altos, especialmente cuando se requiere la reduccién del

contenido de sulfuros por debajo de 50 ppm. Como consecuencia, se estin buscando alternativas

7




o de
compuestos
orgéanicas
azufrados

Mercaptanos

ecanismo de reaccion ento

Sufuros

—ESTE T AT R v TS

Disulfuros

ST ==z e ey T ey

Tiafeno

RS-SRS + 3H

Benzotiofeno

———= RTH - F=R < I3

Dibenzotiofeno

Figura 2.2:.Co




a la HDS convencional, particularmente aquellas que estdn basadas en una tecnologfa nueva que

utilizen condiciones de operacién mids suaves y representan bajos costos de scguridad.

2.3. Desulfuracién Oxidativa

La desulfuracién oxidativa (ODS por sus siglas en inglés) comprende la remocién de sulfuros
como una alternativa al proceso de HDS (Hagun et al., 2002), y tiene la ventaja significativa de
que los compuestos sulfurados que son los mds dificiles de reducir pbr HDS son los mis reactivos
por ODS. Este efecto emerge debido a que la reactividad de oxidaci6n de compuestos sulfurados se
incrementa al aumentar la densidad electrénica del étomo de sulfuro, el anillo aromiitico derivado

del DBT influenciado positivamente por los grupos metﬂ)cos oon la propiedad de donar electrones

¥ aquél que contenga el dtomo de a.zufre mtis nco en electronm, es el que reaccionard mas rdpido.

La oxidacidn de tiofcnos a sulfonas incrementa:la polaridad Ay‘cl pcso molcecular, 1o cual hace
sélidos; ‘como la éﬂidx, alumina, arcilla o carbén

i-a@a!iu nfo‘a]ca.lino. Para la oﬁdacidn se-

mads fdcil su remocxén por adsorcxén n

Los sistemas catnl icos repbrtadés Qol: téxicos y explosivos y aunque ésta es una tecnologia
importante, hay todav{a. asuntos que necesitan ser definidos con respecto a la calidad final del
combustible y a la economia del proceso, por lo que existe la necesidad de una mieva tecnologia

que permita la existencia de las ‘reacciones de oxidacién bajo condiciones menos dristicas » que

9




oxide sel los comp sulfurados.

2.4. Biodesulfuracién
Una de las alternativas para remover las moléculas sulfuradas del combustible fésil a bajas
temperaturas y presion atmosférica es el uso de catalizadores rm'crobié.nos, proceso ituVSe conoce

como biodesulfuracién.

Se ha reportado la remocién selectiva de sulfuro por una ruta que ihvolucrn la conversién de
dibenzotiofeno (DBT) a 2-hidroxibifenilo (2-HBP) y sulfato, como en el caso de, Rhodococcus ery-
thropolis (Wang y Krawie¢, 1996) y Rhodococcus rodochrous IGTS8 (Kilbane y Jackowski, 1992),

ésta dltima ha sido la méds estudiada, y se ilustra en la figura 2.3.

Fomn Sauctme D ane
08 Haoe
P Oy 2~ 1
Ly g owrc SST
=0
O _m' .— O
Dibenzotiofeno Sutféxido ded Sulfona del
dibenzotiofenc dibenzottefenn
LT S g
L o
IH DB + H,0 OH
o
2-Hidroxibifenilo 2(2-hidrozifenil)
beecensss ifineto

Figura 2.3: Ruta metabélica de la desulfuracién del DBT por Rhodococcus erythropolis IGTS8 (Kilbane
v Jackowski, 1992),
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La actividad desulfurante de R. erythropolis IGTS& es reprimida por los sulfaltos ¥y por ami-
noicidos quc conticnen sulfuros. Las primcras dos cnzimas de csta ruta, DszA Y, DszC son monooxi-

genasas dependientes de FMNHj, el cual es regenerado por una flavin reducl.ﬂsa dependlent.e de
‘tabdhca. requiere el

NADH, la DszD. La necesidad de cofactores v la complejidad de la ruta X

trabajo dc la célula’ complcta.

Sin emba.rgo, trm fact.ora pnnclpa.lu han limitado la implementacién de la daulfu.racxén mi-

crobiana del petréleo (Vé.zqu&-Du.halt et al., 2002):

derablemente grande

el mctabo mo mlcrobxano lxmu:ado con respecto a la gran varicdad de cstructuras qulmxcas

que se’ ncuent.ran ‘en los compuﬁtos organosulfurados existentes en el pel:ré]eo

Ningun de estos prnF' x se ha r lto todavia, sin embargo éstm-i'lirniﬁa.cionw podrian

remedmrse uaa.ndo enzmms punﬁcadas en lugar de microorganismos completos, yu que requieren

menos agua que los zmcroorgannsmos para ser activas y estables en disolventes orgdnicos y teérica-

mente, solo una pcllcula dc aguu que cubncra su supecrficic podria scr suficiente para quc sc lleve
t.aihsns (Vtizqueszuhn.lf. et al., 2002). El petréleo por si mismo puede ser el disolvente
‘mi 'mxza.ndo la adicién un codisolvente.

a cabo ]n

orgd.mco, ,evna.ndo

Los compum os de s ulfu.ro a.nta de ln HDS son menos reactivos frente al hidrégeno y probable-

mente mas nétx 08 frenqe al oﬁcfgeﬁ lo cua.l genera una ventaja para la catilisis enzimdtica sobre

la HDS convencional
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2.5. Peroxidasas
El interés en la catdlisis axidativa ha sido estimulado principalmente por dos cuestiones am-

idad de reempl las oxidaciones que requieren de cantidades

bientales. 'LA' bﬁl"hera ‘es la
es'.equnomé ricas de xnetnlm pesados por alternativas catalfticas mds ”limpias”, usando como agente
oxidante peréxido e‘h.ldrogeno u oxfgeno. La segunda. es la gran demanda de selectividad en las
lcas dc oxxdsmon, con cl proposito dc oxidar sclectivamente ¢l azufre y dcjando

r(.accloncs ‘q
intacta el rmt dc la molecula, n.sf como el rasto de hidrocarburos presentes en el combustible. Las

ial d das para cumplir con estas condiciones.

enznnas 6xld0— eductora.s SOI’I pot

-an las peroxidasas, las cuales catalizan las transformaciones

Entre estas ir se
oxidativas de substratos orgdnicos con un peréxido, usualmente peréxido de hidrogeno. A diferen-

cia de otras enzimas oxidantes, las peroxidasas no tienen requerimiento de un cosubstrato costoso
Por otra parte, la mayor parte de las peroxidasas son enzimas extracelulares relativamente estables

que pueden adaptarse a un gran intervalo de substratos en una diversidad de reacciones.

Mecanismo de reaccién de las peroxidasas

Las peroxidasas son abundantes en la naturaleza y desempefian diferentes funciones, por ejem-
plo: la peroxidasa de rdbano blanco (HRP), cataliza la oligomerizacién de radicales libres y la

polimerizacién de aromadticos ricos en electrones (Akita et. al.,, 2001), la lignino peroxidasa ca-

taliza la degradacién oxidativa de la lignina (Hammel et. al., 1986). Aunque el rol exacto de las
haloperoxidasas (peroxidasas que pueden halogenar un substrato orgidnico) no son precisamente

los halomectabolitos, probablemente su participacion ¢s importante cn cl sistema de defensa de los

organismos (Van Duerzen et al., 1996).

La mayoria de las pcroxidasas éqnticnén <l grupo hemo (hicrro(III) protoporfirina IX) como
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Compuesto %
0-Ct

RH + H* —= RCl « H,0 - D
~—

IR« e

ROH

Figura 2.4: Ciclo de reaccién de las peroxidasas (Valderrama et al., 2002).

grupo prostético. Durﬁ.rit:e 15 capélisig las hermno peroxidasas son oxidadas por un perdéxido a una es-
pecie oxo hierro (IV) lafcu.ﬁl esta preaomina.ntemente presente como una especie de radical catiénico
porfirinico oxo h;erbro" (IYIV) en la méyorln'de la peroxidasas (fig. 2.4), esta especie es cominmente
llamada coiubi.lesib 1 El compuesto I puede ser reducido a enzima nativa por diversos mecanismos

depcndiendp;d_gl mpo de reaccién (Van Deurzen, et al., 1996), las cuales pueden ser divididas en

cuatro ca.;egoﬂaé:

Desco}hpbsi_&dn de H;0: (catalasa). El ciclo catalitico comienza con la reaccién de una
molécula dé peréxido con el sitio activo (ruta 1). El peréxido se une al hemno y después de una
transfercncia de protonces facilitada por los aminodcidos que rodean al sitio activo, lIa molécula sc
rompe para liberar agua y formar un intermediario enzimitico conocido como Compuesto 1, el
cual puede reaccionar con una segunda molécula de peréxido para formar oxigeno molecular y el

correspondiente alcohol (en el caso de un perdxido orgdnico) o agua (ruta 8), la reaccién general
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se ilustra como

2ROOH — Oy + 2ROH
donde R=H en el caso del peréxldo de hldrégeno. Alternat.lvumente, el Compuesto I puede tomar

otros tres camxnos

1. Deshldrogenacuin oxldatxva (peroaudasa) El Compu@t.o I puede sufrir una reduccién
de un e]ectrén para fonnar ol Compu—to 11, medxa.nte la. oxidacién de una molécula de sustrato
orgdnico (ruta 2) Durant.e la formamén de este lnt.ermedlano, el electrén transferido desde el
sustrato reduce al radical centrado en la porfirina. El Compuesto II, que sélo tiene un equivalente
oxidativo que‘se' gncuent}a lécd.limdo en el 4&tomo de hierro, puede catalizar la oxidacién de una

segunda mbléqula. de sustrato (ruta 3), de esta manera la enzima regresa a su estado basal. La

reaccién general es:

2RH + 2H;0; —» 2RO + 2H0 + 2H*

(Van Deu.rzen et al. 1997)

). La hu.logcntu:idn' 6xidativa sc cree quc procede

=3

iva (hal

2. Halogen cién’ ¢
h uro, en el caso de las hemo-peroxidasas, ilustrando las posibles reacciones con

las rutas 4 5 ‘G y 7 debldo a que existe la controversia de si la halogenacién oxidativa se lleva a

cabo dentro o fuera del sitio activo (Stiborovai et al., 2000). La reaccién general puede expresarse

como
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RH + H202: +Cl™ + H"' — R—_Cl+ 2”:0

. Reacciones de transferencia de oxfgeno (peroxxgena.sa) Otra alternativa es que el

Compuesto 1 reaccione con una molécula de vsustrato ‘unidaen ‘el sitio activo, cerca del hierro del

grupo hemo. En este caso el dtomo de oxfggnd se transfiere directamente al sustrato (rutas 9 y 10).
La reaccién general es L ;

R+ H0; + HY 2\ R~ OH + H,0

Este tipo de reacciones puedeny ser d as‘den‘tro de las siguientes categorins:’

= Oxidacién de heterodto

- Epoxidacién

= Oxidacién de enl 'apx;iéq alcohélica, oxidacién indélica

Estas reaccio: en’ 18 industria farmacéutica, en la in-

dustria alimentaria, . c: orga.mcos, y muchas otras arcas, incluycndo la

biotecnologia (Vm-; )

Rccncntemente se d c&o’cnzxmauco para la desulfuracién oxidativa del petréleo
(Ayala et al., 1998). Este met.odo até basado en la oxidacién de organoazufrados y tiofenos con-
tenidos en el petréleo con hemoprotefnns para obtener sulféxidos y sulfonas, siguiendo con un
paso de destilacién en ‘el cual estos compuestos oxidados son removidos. El diesel amargo con
un contenido de 1.6% de sglfu.ro se oxidé biocataliticarnente con la cloroperoxidasa de Caldario-
de 0.25 mM de peréxido de hidrégeno. La reaccion se realizé a

Y bi go en la pr
temperatura ambiente y 108 compuestos organoazufrados se transformaron de manera efectiva a

sus respectivas sulfonas y sulféxidos, los cuales fueron removidos por destilacién. La fraccidu re-

sultante después de la destilacién contenia solo 0.27 % de sulfuro (cuadro 2.1). En adicién a los
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compuestos organcazufrados, la cloroperoxidasa es capaz de reaccionar con otros componentes del
combustible, tales como los hidrocurbutos pcliaromziticos; sin cmbargo, cn las mczclas complcjas
del petrdéleo se espera que los compuestos orga.lwazufradoa sean preferencialmente axidados (Ayala

et al., 1998 y 2000), dado la facxhdad de mnda.r el heteroé.tomo en luga.r del enlace C-H de anillo.

Dmtxlac oo o
HTP(75 Sulfuro (‘75' HTP( %) -
Destilado | 83 71
Residuo

Cauilisis enzimétic& + Destilacién
v Sulfuro ( %)

0.27 .

5.51-

d por la CI dasa. HTP:

Cuadro 2.1: Conterudo de a.zufre en d]ael tras la
Ridrocarburos totales del petréleo

Estos estudios han mostrado que la CPO es una enzima en la cual se puede centrar la investi-

gacién para optimizar la oxidacién de cste tipo dc compucstos.

2.6. La Cloroperoxidasa: una peroxidasa con aplicacién
potencial

Caracteristicas de la CPO
La CPO, cuyo nombre sistemitico es E.C. 1.11.1.10, proviene del hongo marino Caldariomyces
JSJumago, aislada por primera vez en 1961 por Hager. Se piensa que la funcién in vivo de esta enzima

es la produccién del clorometabolito caldaromicina (1,1-dicloro-2,5-dihidroxi ciclopentano).

La secuencia original del ADN indica que el gen completo de la CPO codifica para una proteina
de 373 residuos de aminodcidos (Sundaramoorthy et al., 1995), la cual es procesada para madurar.

La CPO sccrctada conticne 299 residuos de amineosdcidos debido a dos cscisiones, y postcriormente
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sufre dos modificaciones: una glicosilacién y una ciclizacién del dcido glutdmico N terminal. La
CPO se encuentra glicosilada en diferentes grados, por ejemplo, para la isoenzima A la glicosi-

lacién alcanza el 19 % del peso molecular total, donde la estructura cristalina muestra 14 sitios de

glicosilacién. .

El grupo hemo se encuentra entre los domunos N—ternnna.l y C—ternunal el pliegue comprende

ocho segmentos de a-hélice (A-H), tres hel.\cm pequenas 310 (C°, D" y G*) y un pequeiio par an-
tiparalelo 3. La CPO t.leue una hellce proxu:nal (héhce A) al grupo hemo y contiene al ligando
axial del hemo, y u.na héhce dxsta.l (hélxce F) que provee grupos cataliticos requeridos para la ac-

tivacién de perox:dasa La. 01529 provee el nolato para ligarse con el grupo hemo y se encuentra

dos cxstema.s, Cis79 y Cis87, realizan los puentes disulfuro en

en el domuuo N nnn

la &tructura..

El grupo j)rostéf.ico hem_t': estd compuesto por un anillo de porfirina quelato, conformado por
un sistema pirrélico mpcrocfcl.ico con dobles enlaces conjugados y diversos grupos unidos a su
alrededor y con cnlaccs E,onjugados a un dtomo de hicrro quce sc encuntra en ¢l centro. Este grupo
hemo se encuentra retenido en su lugar por interacciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno; a
diferencia de otras peroxidasas en donde el ligando axial es la histidina, en la CPO es la cisteina,
donde el tiolato se presenta como un donador fuerte de electrones (ligadura de alto spin), lo cual
explica la actividad catalftica relativamente alta de esta enzima (fig. 2.5), por esta razén muchas

de las propiedades espectroscépicas y quimicas son similares a la del citocromo P-450.

Atin cuando esta enzima muestra ventajas significativas sobre otras, para considerar el uso de
Ia CPO como catalizador para las reacciones de oxidacién en medios orgidnicos, se debe considerar
(como en cualquier otra catilisis) que la energia de enlace entre la enzima y el sustrato sea la fuerza
de unién mads importante.' En lue'.zc]mi de reaccién acuosas existen principalmente dos fuerzas que

estin involucradas en el enlace con el sustrato hidréfobo: una induciendo la atraccion del com-
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Gin

ﬁ\'x

Figura 2.5: Cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago. A la izquierda se muestra en rojo el grupo hemo,
a la derecha el grupo hemo con los grupos adyacentes cisteina y glutamina (rojo=0, verde=C, azul=N,
amarillo=S, gris=Fe).

puesto al interior del sitio activo y la otra expulsdndolo del medio acuoso. En la mayorfa de los

casos el factor que predomina es la capacidad del sxtlo activo para atraer al sustrato hld.rofobo del

medio acuoso (Vaizquez—Duhalt et u.l., 2002).

Por lo antcrior, rct.mpluzu.r ¢.l aguu. con un dnolvt_ntc orgumco afccta consxdcrablcment(. la cner-

gia de unién entre el io act.wo de lu enz mu y el suhst.rato, dcbldo ﬂ que &te es desolvatado con

mads dificultad en un medlo orga.mco que en un medxo acuoso, ya, que | las interacciones hidrofébicas
son climinadas en un mcdlo no polar. Dc cste modo, la mayona ‘de los dlsolvcntes hidréfobos debi-

la re iGn imiditica se hace mds lenta, por lo tanto se

litan la energia de enlace’y en'c
espera que la seleccién apropiada del disolvente promueva interacciones desfavorables disolvente-

sustrato, y prornueva la particion del substrato hacié. el sitio activo de la enzima. Adicionalmente,
el disolvente puede afectar la estructura de la enzima (VAazquez-Duhalt et al, 2002), por lo que se
ha tenido que recurrir a 1a biisqueda de herramientas que permitan mantener la estabilidad de las
enzimas en condiciones no convencionales. En el cuadro 2.2 se resumen los efectos generales de

los disolventes orginicos en la biocatéilisis.
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Principales d

Pricipales ventajas

Alta solubilidad del = sustrato

hidrofébico

Incremento de la regio-, ena.ntxo— y
cstercocspecificidad

Reduccién de reacciones laterala
encontradas en agua

Eliminacién de la contnnunamén
microbiana

Mejoramiento de la l:ermoutablh-
dad . .

Ajuste del equilib'riq qufmi

La actividad enzimatica se reduce
Los solventes polares pueden actuar
como desnaturalizantes

Inactivacién en la interfase en sis-
temas de dos fases

Cuadro 2.2: Efectos gencra.lm de los K:! solvent.es o}
al.,1996, Gupta, 1992). . -
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2.7. Inmovilizaciéon de enzimas en materiales mesoporosos

La aplicacién de enzimas a escala industrial requiere que éstas se encuentren en un estado
inmovilizado que permita su manejo, operacidn y reciclamiento. Con el propésito de mejorar las
propiedades de estabilidad de las enzimas a temperaturas y valores de pH extremos, solventes
orgdnicos, detergentes, etc., se han desarrollado diversos métodos fisicos y/o quimicos para con-
ferirles mas resistencia a la desnaturalizacién. Entre los métodos maés usados sc cncucntran la in-
movilizacién por adsorcién a soportes, encapsulacién con glicolfpidos, incorporacién en polimeros,

modificacién con polietilenglicol entre qtrds (Coombs J., 1992).

En los dltimos afios, gran pnrte del est.ucho de la 1nmovxlxza,c16n de enzlma.s se. hn ‘enfocado
dxti.men-o cle poros de. 20 a 500 Ay ebxdo a{que sus

a la utilizacién de materiales mesopor >
propiedades, tales como el duimetro de poro (Ta.ka.hashi et.al ; ‘2000 ‘Yiu et al 2001),
de adsorcién (Deere et. al., 2002), el ordenamiento wtructur&l (Blum y Hyde,‘ 1994) e mocmdad

las ecuadas pa.ra ta tarea. .

(The Merck Index, 2000) ha.n demostr

Uno de los primeros materiales inorgl&nicBg" ue se usaron como soportes fueron las zeolitas,

conformadas por arreglos . regu ti.ra .y canales con microporos uniformes de didmetros

menores a los 20 A Eshos soportaf usado principalmente para reconocer, discriminar y or-

isién, con variaci del orden de angstroms (Davis et. al., 1992).

ganizar molécul&s con’ a.lta pre

Sin cmbargo, gxntc la ncctxl ad dc contar con un matcrial quc pudicra reconocer moléculas de
mayor tmnu.no, se recurnd a la xnvmugacnsn de materiales mesoporosos, que pudieran cubrir estas

necesidades.

En 1990 Yanagisawa y colaboradores, reportaron la sintesis de materiales mesoporosos me-
diante la intercalacién de cationes alquiltrimetilamonio, con cadenas de 12, 14, 16 o 18 carbonos,

al silicato laminar kanemita. El estudio a través de DRX (difraccién de rayos X) de estos materiales
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presenté un sélo un pico a dngulos bajos ( 2°, 2 60 ), y los picos presentes en el intervalo de 20

=15 — 30°, indicaron poco ordchamicnto con respecto los poros. F‘A‘nc mutcnu.] sc rcporto como

una estructura tridimensional en escala xmnométncn., pero en 1996 es clnsnﬁcado como ‘mesoporoso

por Fukushima e Inagaki, ddndole el nombre cle FSI\I (matena.la maoporoso de ho_m plegada)

porosa ordenada a largo alcance, dreas apecnﬁcas de 700-1000 m2gly volumen de p o de aproxl-

madamente 1 ‘ml gt (Beck et al., 1992)

Para la formnacién de los materiales mesoporosos es ia la pr i dé un’ tensc vo

en solucién, que es el agente formador de estructuras micelares. Los‘ : Y -vos contienen un

grupo hidrofilico en la cabeza y una cadena }ndrofdblca. regula.rmente con mds de diez dtomos de
carbono, este cardcter anfifilico les permlte autoensa.mblarse cuando se encuentran en solucién. La

interaccién entre las moléculas del tensoactivo y un §roduéto t';‘uimico'inorgénico como fuente de

silicc (TEOS, TMEOS) pucde dar lugar a la fo’mja'c

inorginicos (que estdn cargados negntnvnmcnte a vn.lorts dé pH alt.os) interactian preferentemente

n 'dcl so ido _Mesoporoso. Los componcates

con los grupos amonio de la cabeza de los tﬁrw- pixsu.- ¥ cond en un

sSlido formando una estructura contmua (ﬁg. 2 6)

El material MCM-41 (Mobxl Composnt:o of M tter) w parte de la familia de M418S, el cual

presenta un a.rrcglo ]lexagonul dc poros con dlametro de cutre 3 y 10 nm. Este material ya se ha
usado para la inmovilizacién de algunas enzimas, t.a!m como la tripsina (Yiu H. et al., 2001), el
citocromo c (Deere et al:,2002). 1a HRP (peroxidasa de ribano blanco) (Takahashi et al., 2001) y
en MCM-48 la CPO (Han et al, 2002). Sin embargo, un gran mimero de enzimas de interés no
podrian ser inmovilizadas en el intervalo de poros del MCNM-41 debido a que su didmetro excede

1as medidas alcanzadas de este material, por lo que ha sido necesario buscar mis opciones.
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Micelas ! 4D
|=nm{cnvu inongdnicos

Intercambio idnico

Laminar

Figura 2.6: Fases micclares.

En 1998(a) Zhao y colaboradores reportaron una nueva familia de estructuras moleculares
mesoporosas, la familia SBA (Santa Barbara Amophus), con tamaiio de poro considerablemente
mads grande que el del MCM-41 tradicional y altamente ordenadas (20-300 A). Estos autores repor-
taron arreglos periddicos de poros ordenados mesoscépicamente con simetrias cibicas, hexagonales
y laminares, las cuales se obtienen dependiendo del surfactante empleado, por ejemplo, la estruc-
del surfa, te C,;6EQ,o (Brij

tura mesoporosa ciibica SBA-11 ha sido sintetizada en la pr
56), mientras que la estructura mmopdrosa hexagonal SBA-12 resulta cuando se usa C;gEO;g
(Brij 76). Los surfactantes con péqucﬁos segmentos de EO (Sxido de etileno) tienden a formar
mesoestructuras laminares de silica a temperatura ambiente. Las estructuras mesoporosas hexago-

nales de silica con una distancia interplanar de 64-77 A pueden ser sintetizados a 100°C usando

osas h les altamente orde-

surfactantes oligoméricos no idnicos. Las estructuras meso
nadas SBA-15 con una distancia interplanar de 104-320 A han sido sintetizadas en la presencia
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del tribloque copolimérico poli{(éxido de etileno)-poli(é6xido de propileno)-poli(6xido de etileno)
(PEO-PPO-PEQO) y una nucva cstructura ciibica de mesoporosos de silica, ¢l SBA-16, ha sido
sintetizada usando el tribloque copolimérico EQ;06PO70EO 06 (F127), en donde las longitudes de
EO son relativamente grandes. La relacién EQ/PO de los copolimeros puede ser usada para con-
trolar la formacién dec la mcsofase de silica: disminuyendo csta relacién del tribloque copolimérico
se promueve la formacién de mesoestructras laminares de silica, mientras que a relaciones mayores
se favorece la mesoestructura ciibica de silica. El incremento del tamaifio de poro a mds de 300 A
hace que estos materiales sean buenos candidatos para la inmovilizacién de enzimas (Zbhao et al.,
1998b), algunos ejemplos de enzimas que ya han sido inmovlizadas en SBA son la CPO, (Han et
al., 2002), tripsina (Yiu et al., 2001), HPR (Takahashi et al., 2000), entre otros.

Otro material que promete ser buen candidato para actuar como soporie de catalizadores es el
MCF (esponja mesocelular) (Sdnmdo-kael et al., 1999). Esta &tructura se considera un material
tipo SBA-15, y estd conformado por células esféricas grandw de t.a.ma.no uniforme, interconectadas

por ventanas urnformes pa.ra. forma.r una sistema de poros trnd:mgnsxo:m.l. El didgmetro de las ven-

tanas rcg'ularmcntc cs dc 1 3 a 3 nm t.a.mbxcﬁ sc ha utilizado pa.ra. nmovilizar algunas cnzimas,

entre ellas la CPO (Ha.n ot al . 2002)

nzimas en materiales mesoporosos

nsiderarse para hacerlo. El diimetro

de poro es uno de los pa.nimetros que més ha llamad d‘aténcién. En un estudio realizado por

Takahashi y colnboradora (2000), se a.na.hzé el materlaJ FSM-16 con diferentes tamaiios de poros
(27,51 y 89 A), en los que se inmovilizé 1a peraxidasa de rébano blanco (HRP) (didmetro molecular
de 48 A). Se realizaron isotermas de hdsoréién de vnitrégeno ¥ curvas de distribucién de poro de los

materiales antes y después de inmovilizar la enzima. En los materiales de 51 y 88 A se encontré una

disminucién en e] volumen de poro una vez inmovilizada la enzima, lo que indica que la enzima

ocupa un espacio dentro de los poros. En el material con poro de 27 A, el volumen se mantuvo
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Figura 2.7: Simulacioncs moleculares de la peroxidasa de rdbano blanco inmovilizada ecn FSM-16 con
varios tamaiios de poro (30, 50 y 90 A).

constante, lo que indicé que la enzima no estaba adsorbida en los poros, sino Gnicamente en la
superficie. Con estos resultados, se propusieron modelos para ilustrar la adsorcién de la enzima en
el material por medio de simulaciones moleculares (fig- 2.7). En estos estudios se concluyé que una

inmovilizacién proporciona estabilidad térmica y en medxos orgm’ucos (tolueno) cuando el didmetro

del mesoporo se aproxima al dxame'-ro molecula.r de la. enzima.’

También se han realizado 5tudms referent. i6n entre la enzima y el soporte
durante la inmovillizacién, Deere-y cola oradores (2002 tﬁdiaron la inmovilizacién de varias

cnzimas cn matcriales mmporosos de’ sfhcc b’ concluycron quc m importantec la compatibilidad de

cargas entre la enznmn ¥y el soporte para que In udsorcxén se lleve a cabo, variando el pH y estu-
diando el fenémeno de d@orcxén con su.lfnto de mnomo, pohetuenghcol y CNS (grupos funcionales
ciano). Como concluslon. aﬁrma.ron que es uec&a.no conocer el punto isoeléctrico de la enzima y

del soporte para atablepexf el 1ntgrvn.lo de pH donde la uunovnl.lzncnén pueda ser éptima.

En cuanto a la estructura del material de soporte, Washmon-Kriel y colaboradores (2000) afir-
maron que la uniformidad de los poros permite controlar la adsorcién en base al tamaiio y que el
“recinto™ de las proteinas en un espacio bien definido puede ayudar a nrevenir su desnaturalizacién.
Estos autores concluyeron que las caracterististicas de los materiales de soporte son criticas para
la adsorcién y estabilizacién de las enzimas, y que la similitud entre el tamaifio de poro y la enzima

provee una mejor establidad. De la misma manera, se ha estudiado el mejoramiento de la estabil-
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idad de las enzimns inmovifizadas en materiales mesoporosos con respecto a las enzimas libres o
no mmovlhzudas Un c_]cmplo cs la mmovxlxzucién de la HRP cn FSM-16, MCM-41 y SBA-15, cn
donde se obt.uvo una. mayor mtablhdad termlcn yen dxso]vent.m orgé.mcos (Takahashi et al., 2001).

En rcsumcn, la.s pnncxpalcs caractcnsncas quc son de lntcr& pa.ra ]a inmovilizacién de cnzimas
en los matena.lm maoporosos se mumtran ‘en’ el cua.dro 2. 3. Con &tos antecedentes, se abre un
campo de mthlgncxén para detennmar la. mtablhdad de las enzu:nas mmovnhzadas en materia-
les mesoporosos, enfrenténdolas a condnc:onu extremas Yy sxtuacxonm en la que normalmente la
enzima sufre una pérdxda ‘de act.nvndad De ahf que en mte traba)o nos enfocamos a estudiar el
comportamiento biocatalitico de la cloroperoxxdn.sa mmovthzadn en mntennles mesoporosos, con
el propdésito de conocer la potencla.hdad de la enzima como blocatahzmdor en la oxidacién de com-

puestos organoazufrados en sistemas no acuosos.
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Ventajas

Desventa jas

Estos materiales son quimica y
mecdnicamente estables, ademads de
ser resistentes al ataque microbiano

Las enzimas se inmovilizan después
de la sintesis del soporte, lo cual
evita su exposicién a condiciones o
agentes severos

El| intervalo de diimetro de poro
que puede obtenerse es similar al
intervalo en donde se encuentran
varias protefnas, incluyendo a las
proteinas globulares

Es posible modificar sus superfi-
cics quimicamcnte con varios gru-
pos funcionales, entablando atrac-
cién electrostitica o repulsién entre
un material mesoporoso de silica y
la molécula a inmovilizar

Son inocuos
Volumen de poro grande

Alto ordenamiento de la estructura
porosa

El drea superficial disminuye rapi-
damente con el incremento de
tamaiio de poro

La principal desventaja de usar es-
tos materiales es su costo (sélo de
surfactantes catidnicos)

Existe la posibilidad de que el ma~
terial pueda adsorber otros com-

puestos que no se desean. como los !

sustratos de las enzunas

Cuadro 2.3:

Ventajas y desventajas del uso de matcriales POrosos bnru lai
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Capitulo 3

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar y comparar el comportamiento biocatalitico de la CPO libre e inmovilizada en ma~

teriales mesoporosos para la oxidacién del 4,6 DM DBT en un medio de reaccién con disolventes

orgdnicos.

Objetivos particulares

Obtener materiales mesoporosos altamente ordenados, con tamaiio de poro menor, igual y
mayor al diimetro molecular de la CPO

Inmovilizar a la CPO en materiales mesoporosos con diferentes didmetros de poro
Determinar la actividad catalitica hacia el 4,6 DN DBT de la CPO inmovilizada y libre

Obtener y comparar el perfil catalitico de la CPO libre e inmovilizada en un intervalo de

temperaturas y concentraciones de disolvente en el medio de reaccién
Determinar el perfil de estabilidad de la CPO libre e inmovilizada a la temperatura
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Capitulo 4

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

El HCI, etanol v citrato de sodio se obtuvieron de J.T. Baker. El hidréxido de amonio y H202
fueron provefdos por Fermont. El 4,6 DMDBT y KCIl se adquirieron de Aldrich Chemical
Company. El ACN grado HPLC se adquirié de Burdick & Jackson. El tetraetil orotosilicato
(TEOS, Si(OCzHs)4) ¥ el Pluronic F127 se obtuvieron de Sigma-Aldrich, mientras que el

surfactante L64 fue proporcionado por Polioles.

Material Biolégico

La cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago fue proporcionada por el Dr. Michael A. Pickard
de la Universidad de Alberta, Canad&, con grado de pureza Rz = 1,2.
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Instrumentos analiticos

E‘apectromctm- Thermo Spectronic Helios o, ldmparas de tungsteno (V1S) y deut.erlo uv),
monocromador por 12000 lineas/mm, rango de long:tud de onda 190-1100 nm, ancho de

banda de 2 nm.

Cromatdgrafo para Liquidos de Alta Resolucion (HPLC): Hewlett Packard 1100, columna de
fase reversa SUPELCOSILO , LC-18-DB, 15 cm x 4.6 mm, tamaiio de particula de 3 um.

Detector de arreglo de diodos, controlador de temperatura e inyector automaético.

Métodos

A.Sintesis de materiales mesoporosos

Se disolvieron 4 g de surfactante en 30 ml de agua destilada y se disolvié completamente, se
agregaron 120 ml de HCI 2M y sc agitd bhasta obtener una solucién homogénca. Posterior-
mente se agregé bajo agitacién y gota a gota 8.5 g de tetraetil-ortosilicato (TEOS) durante
5 min. La solucién se afiejé a distintos tiempos a 35°C. El material obtenido se filtré y se

lavé dos veces de forma alternada con 15 ml de etanol y 15 ml de agua destilada.

Tratamiento alcotérmico. Posteriormente se rel;lizé un tratamiento alcotérmico en donde se
disolvié 1 g del surfactante corrapoz:{diénte env100 ml de agua destilada, se agregaron 40 ml
dc ctanol y 0.1 ml dc hidréxido dc‘:izvi.r_néznio 5 N y sc agité por 5 minutos. Sc agregé 1 g dcl
material sélido obtenido en el bqscifdn@erior ¥ se agité a temperatura ambiente por 1.5 horas

a 100°C por diferentes tiempog. El #iaterial obtenido se filtré y se lavé dos veces con agua

destilada.
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Calcmado. El maberm.l obtenido con la metodologra anterior se ca.lcmé ba_]o flujo de aire con
. 350°C por 30 ‘minutos ¥ poste-

una velocldad de cu.lentaxmento de 2°C/mm. se mantuvo
rlormeute se l!evé a 550°C ala mxsma velocndad y se ma.ntuvo a esta te peratura por 4 horas.

P mlcroscopfa elect.rémcn de

»Anah.n.s m:cmacdp:co Los mnt.ena.la obtemdos se»n.n
¢ mca de ba.rndo (MEB) en

’tra.nsxmsxén (MET) en un equipo JEOL 100cx, l:mcroscopfa

los laboratonos centrales del IMP con un cqunpo ma.rca i’hu] PS,
(ndsorcnén de nitrégeno), anilisis reahzndos en’ el Laborato od Prop edad& Texturn.la del
Departamento de Ingenieria Molecular del IMP, éon,un equipo MICROMIMETICS.

asi como por cl mctodo BET

B.Inmovilizacién de la CPO -’

Se suspendié 1 g de soporte en 10 ml de a.mortiguador ;ie citratos pH 4, se atemperé a 25°C
y se le agregaron 0.2635 umoles de CPO. La suspensién sc agité a 100 rpm durante 3 horas.

El material se filtré y lavé con 150 ml de amortiguador de citratos pH 4, cuantificando la
enzima no inmovilizada a 403 nm. La cantidad de enzima inmovilizada se determiné por la

diferencia entre la cantidad de enzima inicial y la cantidad de enzima no inmovilizada.

C.Cuantificacién de CPO soluble

La cloroperoxidasa se cuantificé mediante espectrofotometrfa, en donde el coeficiente de

extincién molar a 403 nm es 75.3 mM~'cm™? (Ayala, 2002).
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D.Actividad catalitica de la CPO

Primero se determmd el pH éptimo de la reaccxdn para la oxxdacjdn del 4 6 DM DBT 20 uM,

ci rétds bH 4>, conte-
. Vtes‘vconcentracionm Yy
ti\;é.ndo'a la enzima con
medno de reacc:én) A la par de
5 ln enzima. La cuantificacién de
acién de 4,6 DN{DBT

cncdl’x"mc : 50 ¥ 60% de ACN en el medio de reaccién. Para determinar el

toalat -atura se apli ‘on temperaturas de reaccién de 25,

30, 35, 40; 45, 0,' 55 yVVGO"’C, utilizando la metodologia explicada anteriormente.

Para la determinacién de actividad catalitica de la enzima libre, se usaron 3.04 x 10-3 pmoles
de CPO, con un volumen de reaccién de 1 ml y para la CPO inmovilizada, se usaron 5 g

dc matcrial con cnzima inmovilizada, con un volumen final de recaccién de 10 ml.
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E.Estabilidad de la CPO libre e inmovilizada a 45°C

Se incubé la enzima libre o inmovilizada a 45°C en amortiguador de citratos 60 mM, pH
4, tomando muestras a diferentes tiempos y realizando reacciones de oxidacién del 4,6 DM
DBT a 25°C, por 2 minutos. Las reacciones se detuvieron por inactivacién de la CPO con
adicién de 1 volumen de ACN por 1 volumen de reaccién (concentracién final de ACN de
60%). A la par de cada reaccién se elaboré un control, al cual no se le adicioné la enzima.

El sustrato remanente se monitoreé a 240 nm por HPLC bajo las condiciones ya citadas.
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Capitulo 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Sintesis de materiales mesoporosos

Los materiales se sintetizaron a partir de dos surfactantes, L64 (EO;3PO7EQO;3) ¥y F127
(EO106PO7EO10s), siguiendo la misma metodologia para ambos en donde el tiempo de
afiejamiento se empled para variar la distribucién del didimetro de los poros. En los siguientes

pdrrafos se usard la nomenclatura que se describe en la figura 5.1. ,

Surfactanto — X

\

Surfactante empleado Tiempo de
para la sintesis: aiojamianto a
L64 0 F127 80°C (dias)

Figura 5.1: Nomenclatura de los materiales sintetizados con L64 y F127.
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Materiales sintetizados con el surfaétante L64

El efecto del tlempo de a.ne;nmlento a B0°C sobre el dm.metro de poro y la distribucién de
dla.:nctro de poro se ilu%ra cn la ﬁgura 5. 3 dondc pucde aprccxarsc como cl didmectro ‘de poro

aumenta. con el mempo. :

El matenal L64-1 pr&enta zmcroporos de 17 8 a 18 3 Ay mesoporos de 36.9 A, y una isoter-
terma tlpo 1 (ver la ﬁgura A.2 del apéndice), la cual

ma con cn.ructenstlcns cercn.uas ﬂ l

es repraent.atlva. de los matena.les tmcroporosos (Gregg y Smg, 1997) Aunque los mate-
riales L64-2 con poros ‘de 21 1 A y L64—3 con poros de 26 4°A, puedcn clasificarsc como

ImMesoporosos, sus lsotermns, tal ‘como se ilustran en la ﬁgura 5.1, se aproximan a las carac-

teristicas de la isoterma txpo debldo a que s dxé.me..ros de poro se encuentran préximos a

los 20 A, limite en el cua.l se poros e Ios microporos. El material L64-0,

sin aficjamiento a SO’C prese 7 A v muatrn. por tanto, una isoterma

tipo I.

De acuerdo a. Zhao y col abor géﬁeiaimenhe se obtienen isotermas tipo IV

para los materla.les SBA 5. en ncluyen los materiales sintetizados con L64; sin

embm‘go, Bcnnnd_]a y colaboradorw,(ZOOl) encontra.ron que los materiales sintetizados con

el surfncta.ntc L64 tie un ord to est.ructurnl mucho menor al de algunos materiales

sintetizados con surfncta.ntes de mayor pwo molecular, lo que puede estar contribuyendo a

la formnacién de isotermas tipo 1. -

Comparando las muestras L64-1, L64-2 y L64-3 con la muestra L64-0, se observa que el
tiempo de afiejamiento a 80°C produce poros que van de 17 a 50 A, tal como se aprecia
en la figura 5.3. La distribucién de didmetro de poro promedio del material L64-1 tiene un

comportamiento bimodal, en dondc ¢l primer pico cstd formado a su vez por cuatro picos
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Figura 5.2: Isotermas de adsorcién-desorcién de los materiales sintetizados con L64.

pequefios, encontrados a 17.8, 19.7, 21.1y 22.5 A el segundo plco txene uni ma.xxmo a36.9 A.

Para el material L64-2 no es posnble observa.r, con el método e.mplead S el ascenso del pico
adueen que la dis-

que muestra un m:i.xlmo a 21 1 A a.unque'los puntos ue
3 L64~3 es el que presenta
ummodn] ¥ el intervalo de

mentar el tiempo de a.neja.m ento a 80°C de matena.les ‘sintetizados con el surfactante P123

(EOmPO-mEOm), cl dm.mctro dc los poros aumcnta.
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Figura 5.3: Distribucién de didmetro de poro de los materiales sintetizados con L64.

El tiempo de aneja.rmento a 80°C también afectS el Area especifica de los materiales L64-1,
L64-2 y L64-3, con valora de 919.9, 810.4 y 757.9 m?/g respectivamente. El drea especifica
menor la praenté el matena] que no se afiejé a 80°C, L64-0, con un valor de 398.1 m?/g; esta
gran dlferencm. radlca. en la, mayor formacién de poros cuando se somete al afejamiento a

80°C. Sm b go, al rar las as L64-1 L64-2 y L64-3, se observa una disminu-

cién del zi.rea especifica al aumentar el dxa.metro de poro. Un resumen de las propiedades

texturales se presentan en el cuadro 5.1
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Clave Anejamiento Diimetro POros pre- Area especifica BET
80°C (dias) dominantes (A) (m?/g)
L64-0 3] 17.1 398.1
L64-1 1 17.8, 19.7, 21.1, 22,5, | 919.9
36.9
L64-2 2 21.1 810.4
L64-3 3 26.4 757.9

Cuadro 5.1: Caracterfsticas texturales de los materinles sintetizados con L64.

Materiales sintetizados con el surfactante F127

En las sfntesis realizadas con el surfactante F127 también se estudié el efecto del tiempb de g

afiejamiento a 80°C en donde nuevamente el diditnetro de los poros aumenta con el tiempo.

La distribucién de poros de los materiales F127-0 y F127-1 unimodal 'y llgghn a sobrepo-
nerse grificamente, por lo que puede inferirse que el aiiejamiento a 80°C no tie;:e;ur:x Vefecto
sig‘niﬁc@tivo sobre el material cuando el tratamniento es de un dia (ﬁéu;a 5.4)..Sin embargo,
la mayor mnblit.ud‘del'pico del material F127-1 dg la impresién de que en este tiempo se
comienzan a fon'né.l:- ﬁdros més grandes, aunque no de forma predominante. A diferencia de
éstos, lovs'ma.terihles F127-2 y F127-3 mumt.ran‘unn'diqtribuciéu de poros bimodal, en donde
los d.\a.rnetros ‘de poro predominantes se encueutra.n en 32.6 y 51.6 A para F127-2 y 34.6 y
70 A para F127-3- los primeros picos de mnbos materiales tienen una intensided muy préxi-
ma a la de los materiales F127-0 y F127-1 por lo que la presencia de un segundo pico de
intensidad similar indica que al segundo y. terccr dfa de afiejamiento, se formman poros en un
drca adicional dcl material. Dec dos a tres dias de aficjamicnto, materiales F127-2 y F127-3
respectivamente, se puede observar un despi;yznnxiento del segundo pico hacia un dithﬁetro

de poros mayor, de 51.2 a 70 A, lo que indica que el tiempo de afejamiento puedeest.a.r
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Figura 5.4: Distribucién de tamafio de poro de loe materiales sintetizados con F127.

relacionado con un incremento en la magnitud de los poros, comportamiento que ya ha sido

descrito pbr Zhao y co]éborador@ (1998a).

En lo quc}' resPect
F127-0, con valore
al aumento del
875.6 y 928.3 m?/g

a que hay uria. hm’

to a los materiales anteriores debido

distribucién bimodal.

A difereﬁcia dé los niaie mt.etxzados con L64, las isotermas de los materiales sintetiza~
dos con F127 prmem.nn hnter&ms. Las histéresis de las muesteas F127-0 y F127-1 presentan

perfiles e Iustérmm smula.rw. las correspondientes a los materiales F127-2 y F127-3 presentan
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Clave Anejamiento Didametros de poros | Area especifica BET
a 80°C (dias) | predominantes (A) (m?/g)

F127-0 0 32.6 781.6
F127-1 1 34.3 629.7
F127-2 - . |2 32.6, 51.6 875.6
F127-3 .- 3 34.6, 70.0 928.3
) "Cu‘ r C n:‘:t‘.c‘rfs'.icns texturales de los matcrialcs sintctizados con F127.

de dos did os de poros predominantes en

Las ca.ractezfstncas de las xsoterxnas de los ‘'mat. a.lm F127-0 ¥ 'F127-1 son sxmdw a las

reportadas por Yamada'’ y oola.boradores (2002) en‘ donde” sxntet!z&n un matenal a pa.rtlr
del surfactante F127 (SBA-16). Fﬁta. |soterma, ‘tfpxca’ el nntena.l SBA—]G, la compara.n con

la isoterma del mat.erm.l SBA-15, la cual ‘tiene uns’ h.stéruns mas ancha en el eje y de la
grifica, y a la cual t.:cncn mais pa.rec:do las isotermas dc los matcriales F127 2 y F127 3. Estc
holgamiento de las histéresis en el eje y de la grifica indica mayor presencia de poros ¥y una
distribucién de didmetros de poro mas estrecha, por lo que el afiejamicnto de dos y tres dfas
cn los materiales puede estar induciendo la forinacién de poros de tamaiio méds homogéneo,

aunque de forma bimodal.

A razén de que el tiempo de aifiejamiento a 80°C presenta un mayor efecto en los materiales

sintetizados con el surfactante F127 que los materiales si izados con el surfact L64ya
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Figura 5.5: Isotermas de adsorcidn-desorcién de los materiales sintetizados con F127.

que presentan mayor uniformidad de poro, se decidié concentrar el trabajo en la modificacién

de los silicatos sintetizados con F127, los llamados SBA-16.

5.2. Sintesis de SBA-16

Con el fin de obtener poros mds grandes y mds dﬁiféax;‘mw, se adicioné un tratamiento al-
cotérmico antes del calcinado de los materiales (Sﬁn' étaL, 2001), tratamiento mediante el
cual las estructuras preformadas se oolapsan Y. reordena.n, dando lugar a materjales méas
homogéncos y con didmetros de poro més grande Como material base para aplicar este

tratamicnto, se usé el material F127-1 debldo a que prmenta mayor posibilidad de aumentar

el diimetro de poro de acuerdo al perfl nlostrudo en la figura 5.4. De aqui en adelante, la

nomeuclatura que se usarsi se dmcnbe en Ja ﬁgu.ra 5 6.
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SBA1E - X Y

Familia Diametro de Tiempo de tratamlento
poro (A) alcotérmico (hrs)

Figura 5.6: Nomenclatura de los materiales SBA16.

El procedimiento se inicié sometiendo a un tratamiento alcotérmico al material F127-1, que
en lo sucesivo se nombrard SBA16-34.4 (0), a tiempos de 24, 36 y 48 hdrm, en donde se ob-
serva que la magnitud del didmetro de los poros aumenta qlguxﬁcatxva.mente con respecto a

ras son SBA16-149 (24), SBA16-193 (36) y SBA16-149

la asm--' ,l&s

(48). Por otro lado, el drea especifica de los materiales con tratu.rm

to alcotermlco dmm)-

Areu.s mpecfﬁcns de
; SBA16-149
Y dc 629.7

nuys nota.blemente debxdo al aumento en el didmetro de los .poros c
426.6, 290.8 y 353 2 m’/g para los materiales SBA16-149 (24 SBA16-
e, con r o al matcrial SBAIG_-HA 0) . c

(48), rcspecti

m?/g. .

Las isotermas de adsorciéa de los materiales SBA16-119 (24), SBA16-193 @36) y SBA16-110
(48), presentan mayor pendiente con rwpecto a la muestra SBA16-34 (0) y sus perﬁles se
aproximan notablemente a la isoterma tipo IV, la cual es caracteristica de los materiales
mesoporosos (véase la figura A.2 del apéndice). El perfil de la isoterma de SBA16-34 (0) es
caractcritistica dcl material SBA-16, reportada por Yamada y colaboradores (2002), cn donde
el ancho de la histéresis en el eje y de la grifica es angosto; por otro lado, las isotermas de los
materiales SBA16-149 (24), SBA16-193 (36) y SBA16-149 (48) presentan histéresis mds an-
chas en el eje y de la grifica, aproximdndose mds a las caracteristicas de la isoterma tipo del
material SBA-15, reportada por estos mismos autores. En este caso, el tratamiento alcotérmi-
co aplicado a estos materiales da lugar a una mayor formacién de poros que se relaciona a

la intensidad del volumen de poro (fig. 5.7) ¥ al volumen adsorbido de sus correspondientes
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Volumen de poro (cc/a)

Diametro de poro (A)

Figura 5.7: Distribucién dc tamafio de poro de SBA16-34 (0), SBA16-149 (24), SBA16-193 (36), SBA16-
149 (48).

isotermas (fig. 5.8).

Aunque sc obtuvieron materiales con didmetros de poro mtis grande n.l aplicn.l.' el tratamien-
to alcotérmico, existfa la necesidad de obtener lnatenalm con d.ui.m tro de poro de tamaiio
bo a’ inm wlxzac én, por lo que los

Au.nque la relacién

similar al de la enzima (80 A) para poder»ll‘evar
intervalos del tiempo de afiejamiento nJco;éxjniiq'
entre el tiempo de afiejamiento y el diéxiiétr de pory c]ara., se puede observar que a
mayores tiempos de afiejamiento, mayor duixnetro de poro, por 16 que se realizaron diferentes

'y 8, 9y 12 horas.

experimentos con tratamientos a.lcotermlcos de 2,4, G,

Las isotermas de adsorcién de los matena.la SBA16-32 (2), SBA16-41 (4), SBA16-32 (6) son

muy parecidas a la del material SBA16-34 (0), y se clas:ﬁcan como de como tipo IV (véase la
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Figura 5.8: Isotermas dc adsorcién-dcesorcién dec SBA16-34 (0), SBA16-149 (24), SBA16-193 (36) y SBA16-

149 (48).
figura A.2 del apéndice), ilustradas en figura 5.9. La gran aproxlmamdn entre &Rt.as isotermas
expresa que el efect.o del tratamiento alcotérmxco a ]os tnempos sena.lados, no es significativo.

El tratarmiento a.lcotennxco no tuvo 'un efecto consxderable sobre la ma,g-ml:ud del didmetro
de los poros para. los mat,enala SBA16-32 (2),"SBA16-41. (4), SBA16-32 (6), con respecto

al material SBA16-34 (0 “La distribucién de tamagios d poro es muy similar entre estos

mat.cnalw, ta.l como ‘se obscrvu

Aunque el Lrntnmlento"alcotérmlco no manifesté un efecto considerable sobre el didimetro
a‘mais clara. sobre las dreas especificas de los materiales

de los poros, ‘sK se_observa
SBA16-32 (2), SBA16-41'(4) y SBA16-32 (6), con valores de 776.8, 926.9 y 649.5 m?/g, respec-
ificn del material SBA16-34 (0)

o ol drea
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tivamente, lus cua]m son ‘mayores con'r

con valor de 629 7’m /g
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Vol adsorico celg)

ao " dz da as ds 10

Presi6n relativa (FP/Po) -
Figura 5.9: Isotermas de adsorcién-desorcién de SBA16-34 (0), SBA16-32 2), SBA16-41 (1) y SBA16-32
(6).

Los materiales SBA16-91 (7) a SBA16-117 (12) mu&tra.n: isotermas tipo IV (figura 5.11).
Las isotermas de los mgterialm SBA16-91 (7) y SBA16-89 (8) se sobreponen grdficamente;
por su parte, a una presion relativa mas alta, las isotermas de los materiales SBA16-116 (9)

v SBA16-117 (12) se sobreponen grificamente. Estas cuatro isoterinas pueden clasificarse
&, son caracteristi de los materiales mesoporosos

como tipo IV que, como ya se
(véasc Ia figura A.2 dcl apéndice). A lJos ticmpos sciialados para los cuatro matcrinles men-

cionados, existe un efecto notable del tratamiento alcotérmico en donde la formacién de
poros se presenta.ﬂ con mayor intensidad, lo cual se refleja en la amplitud de sus correspon-

dientes histéresis cn ¢l cje y de la gréifica, comparadas con la correspondicnte al material sin

tratamiento n]cot.é;mico, SBA16-34 (0).

-CON
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Figura 5.10: Distribucién dc didmctro de poro de SBA16-34 (0), SBA16-32 (2), SBA16-41 (4) y SBA16-32
(6).
La intensidad de los picos de las grificas de distribucién de poros de los materiales, SBA16-91
(7) SBA16-89 (8), SBA16-116 (9) y SBA16-117 (12) es mayor que la del material SBA16-34

(0), lo que repr&enta una mayor formn.cxcn de poros en el intervalo de la distribucién de

poros en la ﬁgurn 5. 12 En este caso, lus a.reas &peciﬁcas con valores de 545.2, 549.6, 427.0
y 502.4 m’/g pa.ra. los materiales SBA16-91 (7). SBA16-89 (8), SBA16-116 (9) y SBA16-117
cs al a.rca. cspecifica del matcrial SBA16-34 (0), debido a

siderabl te. En el cuadro 5.3 se resumen los

(12), rmpccuvam

que el tni"n

resultados cuantitativos’d _odos'las materiales con los diferentes tiempos de tratamiento

alcotérmico. "
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Vol adsorbido (co/g)

a0 o2 0.4 o8 as 10
Presi6n relativa (F/Po)

Figura §.11: Isotermas de adsorcién-desorcién de SBA16-34 (0), SBA16-91 (7), SBA16-89 (8), SBA16-116
(9) y SBA16-117 (12). K

Clave Diametros de poros pre- | Area  especifica BET
dominantes (A) (m?/g)
SBA16-34 (0 34.3 629.7
SBA16-32 (2 32.7 776.8
SBA16-41 (4 41.2 926.9
SBA16-32 (6 32.7 649.5
SBA16-91 (7) 91.0 545.2
SBA1G-89 (8) 89.5 549.6
SBA16-116 (9) 116.7 427.0
SBA16-117 (12) 117.3 502.4
SBA16-149 (24) 149.3 426.6
SBA16-193 (36) 193.0 290.8
SBA16-149 (48) 149.5 353.2

Cuadro 5.3: Caracteristicas texturales de los materiales SBA16
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—v—SBAlG-
4 —a—83A16-117 12)

Volumen de poro (cc/g)

Didmetro de poro (A)

Figura 5.12: Distribucién de didmetro de poro de SBA16-34 (0), SBA16-91 (7),SBA16-89 (8), SBA16-116
(9) ¥y SBA16-117 (12). -

Como puedé obse rvarse en la tabla anterior, la magnitud del didmetro de los poros estd rela-

cionado coﬁ” ento a.lcotérmlco, en donde a mayor t;xempo de trata.mnenr.o se obtiene

un d.iamel:ré’ d
(2001), en don

ayor, comportmmento que fue reportado _por Sun y colaboradores
123 Y observn.ron un aumen-

r n SBA—15 a pmlr del surfacta.n e,
to del dna.me poros ‘al aphca.r un tratanuent.o a.lcobérnnco a 100°C, pasando de 44

a 73 A. Los rcxu]t.ados squl obtcnldos conﬁnnan Ia rclacnon ‘entre ¢l ticmpo de tratamicnto

alcotérmico y el ‘didmetro de poros. Estos autores dan tres posibles explicaciones de In expan-
sién de’los poros: primera, el alcohol puede penetrar a la regién hidrofébica de las micelas
incrementando asi ¢l volumen dc csta fraccién; scgundo, la hidrélisis-condensacién dc las
paredes de los poros en presencia de alcohol puede expandir el tamafio de los poros y ter-

cero, una capa de alcohol se puede estar formando entre la micela y la pared de silica del poro.
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Con la variedad de didmetros de poro obtenidos, se procedié a seleccionar aquellos que se

para la inmovilizacién enzimiitica, csto cs,

parccicran a las caractceristi mds impor
el didiinetro y la uniformidad de poro. Considerando que el didmetro mayor de la enzima a
inmoviliza.r de 80 A, se seleccionaron materiales con didmetros de poro menor, mayor e

igual a 80 A; es decir, de 41.2,91.0 y 117.3 A correspondientes a. los matena.lw SBA16—41

(4), SBA16-91 (7) ¥ SBA16-117 (12), respectivamente.

Para conocer ‘un poco mds sobre las ca.ractensuca.s de los materiales, se rea.l lci'os-

copia electromcn de b, mdo de a]gunos materiales a una resolucién de IOOOOx ustra.da en la

figura 5. 13 en la que se pueden o serva.r partfculas esféricas y algunas zouas rugosa.s 'I‘ambleu

se realizé ln rmscroscopft\ electrémca de tra.nsmxslén (MET) de estos matena.l&s, pero no fue

posible d)sccrmr cl cnam nto poroso, un c_lemplo dc éstas sc nlucstra cnla ﬁg‘ura. 5.14. Cho

v colaboradoes (2001) hn.n T portado que el material SBA-16 tiene un ordenamiento ciibico

periédico. En este trabn_)o no fue posxhle determinar el arreglo de los materiales sintetizados

debido a que no se tuvo acceso a. un equipo de difraccién de rayos X con resolucicn suficiente.
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Figura 5.14: Microscopia electrénica de transmision del material SBA-16.
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5.3. Determinacién del pH é6ptimo de reaccién y de
inmovilizacién

Como parte inicial del trabajo se evalué el perfil catalitico de 1a CPO para la oxidacién del
4,6 DM DBT en un intervalo de pH de 3 a 7, con el propdsito de establecer el pH Sptimo

para las reacciones subsecuentes asf como para la inmovilizacién de la CPO.

Se ha reportado en la Int.crnt.um que hasta el 70% del azufre en el petréleo se encuentra
como dibenzotiofeno (DBT) y denvados a.lquxl sustituidos (Monticello y Flnnen;y 1985),
aquellos denvados en los cua.les el at.omo de a.zufre se encuentra lmpedldo estenca.ment.e

por suscn.uy nta .en lns posxcmncs 4 y 6 son_ los més dlffcnlm de remover. por los tratamien-

tos ﬁsxcoqufm.l 08 COnVi y ales (HDS) actualr usados en las reﬁnerfas (Gregg et al.,

1997), razén por la cual se eligié al 4,6 DM DBT como sustrato modelo de a.s reacciones

enzimiticas de este trabajo. En esta determinacién se empled una concenhracxén de 20 % de
|g a, 2002). Todas
H202 1 mM, con

ACN, a la cual la enzima libre presenta la mixima actividad ca.t.a.htlca. {2
las reacciones cataliticas se llevaron a cabo en presencia de KCl 20 mNM y
dos minutos de reaccién; el sustrato remanerte y la sulfona forxnadg se»monitorearon por
HPLC (Zviiiiga, 2002). L ’
Cotno se puede observar en la figura 5.15, el perf‘] Y alfr.lco prménta una forma de campana,
que es la mas cominmente observada ent.re 1as’ enz:mas hbras en mechos acuosos. La méxima
actividad catalitica para la oxidacién del 4 G DM DBT se encuentm. a pH 4 con un valor de

1 Ia actividad e:pecnﬁcn en el rnngo de pH de 5 a 6 dnmmuvc a un porcentaje de

117 min
20 y 11 % respectivamente; nnent.rm. que a pa.rtu' de pH 6 la enzima se inactiva. La inac-

tivacion por pH ya ha sido rcportada pa.ra mta cnzima’ u pa.rtlr de pH 6.5 (B]a.nkc et al., 1996).
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Actiidad catalfia (min-)
8

Figura 5.15: Puﬁl caf&ﬂtico de la‘CPO éon fépecto a.l p}l.
y reacci

;? de ln ‘- :
de la CPO para

Dado el resultado antenor se ehglé el pH de 4 pa.ra la lnmov-l
subsecuentes, este valor ha sxdo repon:ado como el pH de méxlma. astablhd

su almacenamiento (Aya.ln, 2002).

5.4. Inmmovilizacién de la CPO

La inmovilizacién de la CPO en los materiales SBA16-41(4), SBA16-91(7), SBAIG—ilf(lZ) hd
MCM41-40 se llevé a cabo bajo las mismas condiciones. La cantidad de enzima inmoviliza~
da varié de acuerdo al soporte: el material SBA16-41(4) no retuvo una cantidad detectable
de enzima, el material SBA16-91(7) inmovilizé 99.3 nmoles de CPO por gramo de soporte,
correspondiente al 66.7 % de la enzima total agregada, el material SBA16-117(12) inmovi-
lizé 190.0 nmoles de CPO por gramo de soporte, correspondiente al 91.5% mientras que
245.5 nmoles de CPO fueron inmovilizados en el material MCM41-40, el cual corresponde
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al 99.7% de retencién (cuadro 5.4). Debido a que el didmetro de la enzima es de 80 A se
espera que ésta no sca cncapsulada cn poros de menor magnitud de acucrdo a los modclos
planteados por Takahashi y colaboracores (2001) para explicar la inmovilizacién de la HRP

en el material FSM-16, ilustrado en la figura 2.7.

De los materiales de soporte hay dos con didmetros de poro pricticamente iguales, el SBA16-
41(4) v el MCM41-40, con didmetros de 41.2 y 40.0 A, respectivamente. No obstante a la
similitud del tamafio de poro, la ﬁjacibn de la enzima no es la misma para los dos materia~
les: el NICM41-40 retuvu‘Q%')J% y el SBA16-40(4) no retuvo alguna cantidad detectable. La
diferencia mas significativa entre l’mtoé dos materiales esti dada por la presencia de aluminio
cn el material NCM41-40 (fig 5.16), ;;or lo que puede inferirse que los sitios dcidos de Lewis
formados por la prescncia dcl mz;t.al’ (Huhccy, 1997), favorccen la intcraccidn clectrostitica
entre el material y la enzima, por Io‘que ésta puede ser retenida; cabe aclarar que dado el
tamaiio de poro, la enzima estd unida superficialmente al material. Al pH de inmovilizacién y
de acuerdo con el pKa de los aminoscidos que se encuentran en la supcrficie de la estructura
de la enzima, aquellos’ que podn’a.u estar interactuando con los sitios dcidos son: el dcido

w 11 24, 44, 86, 89, 123, 126, 131, 140, 149, 152, 168, 193. 198,

aspdrtico en las po&n
200, 208, 291 298, asx‘ como el acldo glutdmico en las posiciones 1, 51, 69, 80, 133, 166, 175,

201, 233, 230. 266, l‘ es txenen un pK del grupo radical de 3.86 y 4.25, respectivamente.

Figura 5.16: Estructura de (A) los silicatos y (B) los aluminosilicatos (Huheey, 1997).
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Clave Diametros de | Area es- [ % Enzima in- | nmol CPO / g
poros pre- | pecifica BET | movilizada soporte
dominantes (m?/g)
(A)

SBA16-40(d) | 41.2 026.9 0.0 0.0

SBA16-90(7) 91.0 545.2 66.7 99.3

SBA16- 117.3 502.4 91.5 190.0

117(12)

MCM-41-40 40.0 1150.0 99.7 245.5

Cuadro 5.4: Principales caracterfsti de los biocatalizacdores soportados.

Debido a que el MCM41-40 y SBA16-41(4) tienen un didmetro de poro siﬁnilar y a que'
solo ¢l MCNM41-40 fuc capaz de r ala ima, sc pucdc descurtnr una mtcracclon clee-

trostdtica importante entre los materianles

por gramo de sopon.e y las caracterfsucas t.ext.ural% de los soportes se resumen en el cuadro

5.4.

Los rwulmdoa.-x muestran éue ei:didxﬂetro de poro de los materiales SBA16 estd relacionado
con la cantidad de énzima inmovilizada, probablemente debido al impedimento que pudiera
ocasionar el tamafio de la misma para entrar en los poros. Una vez que se obtuvieron las
diferentes preparaciones de CPO se procedié a determinar la actividad catalitica de cada uno

de los biocatalizadores con respecto ual contenido de disolvente orginico y a la temperatura,

pardumnetros esenciales para la aplicacién po ial de la en los procesos de desulfu-
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racion del petrdleo.

5.5. Efecto del acetonitrilo en la actividad catalitica de

la CPO

Se determind la actividad catalitica de la CPO libre e inmovilizada para la oxidacién del 4,6
DM DBT a diferentes concentraciones de ACN del sistema de reaccién y a 25°C, el perfil

catalitico se ilustra en la figura 5.17, en donde el 100 % de la actividad ctalitica corresponde

a la mdxima encontrada en el intervalo empleado.

140 ——CPOG LIBRE
-~ CPO SBA16-90(7)
120 CPO SBA16-117(12)
— CPO MCM4140
o 100
2
=
I
X o0
;§ 60
5
<
* 40
20 4 ’,_L___ f
o —=a-
10 80 70
acién de itrilo.

Figura 5.17: Perfil catalitico de 1a' CPO con e ,_ oala
Como puede observarse en ' la figura nh'.ex_‘idr el perfil catalitico de los cuatro biocatalizadores
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evaluados es similar, por lo que puede considerarse que el efecto del ACN en el sistema es
miés importante que ¢l producido al inmovilizar a la enzima. En ¢l cuadro 5.5 s¢ mucstran los

valores del porcentaje de actividad catalitica para cada concentracién de ACN en el sistema.

CPO libre CPO SBA16(90)-7 | CPO SBA16(117)-12 CPO MCM41-40

%ACN | Act. catalitica D.S | Act. catalitica D.S. | Act. catalitica D.S. Act. catalitica D.S.
20 100.0 1.2 100.0 14.9 100.0 11.4 100.0 28.6
30 76.6 9.7 75.8 13.7 46.7 15.9 33.8 12.5
40 22.0 7.2 19.9 8.6 15.2 19.4 6.1 6.0
50 19.7 3.4 0.0 0.0 0.0 0.0 6.2 16.1
60 19.7 3.4 17.5 7.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Cuadro 5.5: Actividad catalitica de ln CPO a diferentes concentraciones de acetonitrilo, dada en por-
centaje.1).S.= desviacién estdndar.

Como se mencioné anteriormente, la mdxima actividad catalitica de la CPO libre se encuen-
tra & 20 % de ACN en el sistema debido & que hay una mejor solvatacién del sustrato y por
tanto una mejor transferencia hacia el sitio activo de la enzima; sin embargo a concentra-
cic;ms mayors la actividad catalftica se ve disminuida, lo cual se observa. en el acperiment.o
que sc cxponc aqul. Uno de los factores posibles que afcctan la wcthdad cs la dcsnatura—
hzncnon ‘de ln enzima por el disolvente, en la naturaleza las enzxmns funcnonnn en sistema

acuosos asf que la presencia de un disolvente orgdnico podrfa provocar efectos 1mportantes

dc hldrogcno, la

cn’'la‘cstructura de la cnzima, como podria scr'la dlsrupcxén de, pucn

dnsmmucxén de la interacciones hidrofébicas, etc. )

Otro factor que puede estar influyendo en esta dlsn.unucnén es el coeficiente de particién
del sustrato entre las fases ACN-agua y eI sitio activo del’ biocatalizador, al aumentar la
concentracién de ACN lgt mezcla ACN-uguu tiene caracteristicas inenos polares que solvatan

ds facilinente al sustrato, de forma tal que se hace mds diffcil su difusién hacia el sitio

catalitico dc la enzima, cs dccir, ¢l estado basal del sustrato, ¢l cstado termodindmicamente
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msds estable, es la permanecia del mismo en el disolvente y no en el sitio activo. Ademds,
los soportcs cmplcados presentan grupos silanoles cn su supcrficie, quec a.l ser dc cardicter

hxdrof’hco hncen mas polnr el microambiente de la enzima soport.nda. en comparacnén con el

de la enzuna en soluc:én, por lo que el sustrato, al ser de cardcter h.\dréfobo & ain menos

afin a la enzima inmovilizada.

cidn dc] sustrato cntre las fasm ACN—
para el biocatalizador CPO MCM41—4

Una de lm dxferenclas notablw  ‘libre
concentraciones de 40, 50 y>60% CN, mantehféndo alrededor de 20 9% de la actividad
mé.xxma en los dos prlmeros tinutos de la reaccxén. Otro dato que sobresale de estos com-
porta.mxentos es que el biocatalizador, CPO SBA16-90(7) pierde su actividad a 50 % de ACN

yia “rccupcm. a 60% dc ACN lo cus 1 pucdc debcrsc & quc la desnaturalizacién de la cnzima

net.xca que por la termodxnzimlca, es decir, la enzima tiende a

estd mlis gobernada por Ia
d&inaturnhzarse mas fa.cxlmente a'50 A: de ACN (termodindinicamente menos estable). Sin

emba.rgo, la disminucién de la constante dle]ectnca por el aumento del solvente incrementa

la rigidez de la enzima, disminuyendo asf la velocidad de desnaturalizacién (cinéticamente

mads estable) (Partridge et al., 1999).
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Actividad Catalitica {min-1)

6 muest.ra.n el

La figura 5.18 y el cundro

cuales son muy pm‘ecndos entre los blocatahzadorm soportados

Estos resultados nos dan fuerta mdu:los de que el t.amano el tro de poro no es tan

importante en. la nct.nvxdnd cata.hucn que dmempenn. la. CPO en snstem&q con disolventes

orgdnicos, en este caso ACN como lo es para la HR_P inmavahzadn en FSMIG trabajo reali-

zado por Takahashi’ y colaboradores (2000), en donde concluycn que la inmovilizacién de la

enzima en materiales mesoporosos con didmetro de poro mnula.r al diAmetro de la protefna
mejora su estabilidad en medios orgdnicos. ) :

De acuerdo a los resultados obtenidos, la actividad catalitica de la CPO inmovilizada es mu-
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cho menor a la de la enzima libre, como puede verse en el cuadro 5.6 la actividad catalitica
de los materiales CPO SBA16-90(7), CPO SBA16-120(12) y CPO MCM41-40 son 59, 79 y

59 veces menor con respecto a la CPO libre, respectivamente, comparando las actividades

mixiias.

CPO libre CPO SBA16(90)-7 | CPO SBA16(117)-12 | CPO MCMaA41-40

Z6ACN | Actividad D.S | Actividad D.S. Actividad D.S. Actividad D.S.

° Especifica Especffica Espccffica Espccifica

20 189.547 1.2 2.426 0.611 1.955 0.223 3.212 0.922
30 145.252 9.7 2.186 0.552 0.913 0.311 1.088 0.400
40 41.767 7.2 0.582 0.336 0.296 0.038 0.284 0.189
50 26.049 5.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.298 0.052

60 37.309 3.4 0.391 0.275 0.0 0.0 0.0 0.0

i de itrilo, dada en min—!.

Cuadro 5.6: Actividad especifica de la CPO a diferentes

D.S = desviacién estdndar.

Atn cuando las actividades especificas de los biocatalizadores soportados se vieron reduci-

das, son mayores a las que presentan algunas enzimas con capacidad de oxidar este tipo .

de compuestos, tal como se presenta en el cuadro 5.7, por lo que la CPO inmovilizada aiin

presenta potencial para este tipo de catilisis (Torres et al., articulo enviado).

Enzima Actividad cspccifica (min')
Citocromo ¢ 14 =+ 0.11
Hemoglobina 2.9 &+ 0.3

Microperoxidasa 0.1 == 0.002
Peroxidasa RND
Lacasa RND
Tirosinasa RND

Cuadro 5.7: Oxidacién del 4,6 DM DBT por enzimas axidativas en 20% de acetonitrilo. RND:reacciéu

no detectada.
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5.6. Efecto de la temperatura en la actividad catalitica
de la CPO

La temperatura de las corrientes de petréleo es de aproximadamente 80°C, por lo que es
importante evaluar el efecto de este pardmetro en el comportamiento de las enzimas con po-
tencial de aplicacién. Con esto, se determind el perfil catalitico de la CPO libre e inmovilizada
para la oxidacién del 1,6 DM DBT en presencia de 20% de ACN en el sistema de reaccién
a 25, 30, 35, 40, 45, 50 y 55°C, mostrado en la figura 5.19, en donde la maxima actividad
catalitica encontrada en el intervalo emplead corresponde al 100 %. Como se puede observar
los biocatalizadores CPO SBA16-90(7) y CPO SBA16-117(12) tienen un comportamiento de
campana, ¢l cual s cldsico de las cnzimas, ¢n cstc caso con un maximo de actividad catalitica
a los 35°C; esta temperatura éptima se debe a dos sucesos principﬁ]mente, el primerd es el in-

cremento habitual de la velocidad de reaccién con la. cemperatut&, y el segundo es el efecto de

la temperatura sobre la cstabilidad de la enzima, es d ir,es el i mxcxo de la dmnntura.hzaclon

ns ecto al bxocat.ahzador CPO

de a.hf sigue un compor-

al sobrepasar una temperatura critica (Lehninger, 1993)
MGCMA41-40, la actividad catalitica desciende a los 30° i
tamiento de campana; comportamiento similar a és!.e s m ¥ &tr& para la CPO libre, con un
m#iximo de actividad catalitica a los 25°C' Vhyast'a' el m 0 1o se ha estudiado este compor-
tarniento en la CPO, sin embargo, podria trntarse d . ividad catalftica de intermediarios

prod cndn. por la temperatura. Aiin cuando

de la enzima en el proceso de damntura.hzam

pueden resaltarse algunas diferencias entre los perﬁl- de los biocatalizadores, al parecer el

efecto de la temperatura es muy parecido pa.ra la enzima libre e inmovilizada.

Como pucde observarse en el cuadro‘5.8 la a&:_t;‘iyidad catalitica disminuye 34, 142 y 54 ve-
ces para los biocatalizadores CPO SBA16-90(7), CPO SBA16-117(12) y CPO MCM41-40,

respectivamente con respecto ala CPO libre; sin embargo atin a 45°C todos los biocata-
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Figura 5.19: Actividéd cataﬁtica de' la CPO A (iifeien.{ 3 temperatu:as.

lizadlores presentan una nctlvndnd mpecfﬁca mayor ala que mumtra.n onas perox:dasns pn.ra.

la oxidacidn de compumtos orgn.noa.zufrados a tcmperatura a.mb)ente (cuadro 5. 7) (Torres et

al., articulo enviado). :

De acuerdo a los resultados olit.enidoé el d tro d p ro no' al‘ecm sngmﬁcntxvmneme el

perfil de actividad catalitica de la CPO con respect.o a la temperatu.ra para la oxidacién del

4.6 DM DBT a 20% de ACN.

SIS CON
DE_ORIGEN
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CPO libre CPO SBA16(90)-7 | CPO SBA16(117)-12 | CPO MCM41-40
Temperatura | Actividad D.S. | Actividad D.s. Actividad D.S. Actividad D.S.
(°C) Especifica Especifica Especifica Especifica
25 228.1 20.0 6.7 2.2 1.6 0.8 4.2 0.3
30 166.4 30.7 7.7 1.0 2.1 0.4 3.8 0.5
35 164.3 24 8.2 1.0 3.1 0.2 3.6 0.1
40 167.3 13.0 5.4 0.5 1.2 0.5 3.4 0.2
45 63.1 19.2 3.2 1.1 1.6 0.2 0.9 0.1
50 8.0 8.8 1.2 0.2 0.0 0.0 0.3 0.1
55 7.7 5.1 0-1 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0

Cuadro 5.8: Actividad especifica de la CPO a diferentes temperaturas, dada en min=?!,. D.S. = desviacién

estdndar.

5.7. Estabilidad de la CPO a 45°C

Como se menciond en la seccién anterior, los cuatro biocatalizadores empleados presentan
actividad catalitica atin a 45°C, por lo que de forma complementaria a este trabajo se deter-
mind la estabilidad a esta temperatura con respecto al txempo. En los prom de refinacién

dcl petrélco s¢ cmplean altas tcmpceraturas, y u.nquc cn este oom:l:xto 45"C no lo cs, sc busceé cl

efecto de la inmovilizacién sobre la estnblhdm'l térmlca, el perﬁl se xlustrn en la figura 5.20.

, CPO MCM41-40 y CPO

‘xvzct‘xbm:ién, disminuyendo

Como se puede observn.r, los b:octa]xzadcres CPO SBA16-117(1

Iibre tienden a dcsnat.ura.hzaxse a’'partir de las pnmer i
asf su actividada. catalftica. Para el blocata.llzador CPO SB 16—90(7) la actividad catalftica

aumenta de las 0 a las 72 horas Yy postenormente decae, comporttumento poco usual en las

enzimas; tal vez esta ‘peculiaridad se debu a una reonentuc on de = la enzima que pudiera estar

haciendo mds disponibles los accesos a los sxt.los catnhucos o tal vez esté involucrado algiin

oducndpl por efecto de la temperatura, el

intermediario de desnaturalizacién de la enzunn

cual presenta mayor actividad catalitica quc la cnzimtrs;m;\t.‘ivu.
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12
S —8—CPO ltre
—u— CPO MCM41-40
—a—CPO SEA16-11702) | 250
100 —e— CPO SBA16-90(7)
- ar
3 | 200
- 75
¥
i L 150
50 s
-] - 100 &
Ed -
25 | s0
o 0
200

c&delz; CPb a 45°C.
De la figura 5.26 a 2 »vajofa.l cual la actividad disminuye al
50 9%, observand, qu ! M41-40 ma.ntiené el 50 % de s}i Acpiv}dad
: 1 as, l; CPO libre a las 60 horas, elk -t;iécat&-
45 horas y en el biocatalizador CPO SBA16-90(7) el 50%
cial no cs alcanzado ain a las 150 horas dol cstudio realizado

catalftica i
lizador CPO SB.

dc su’ actlv:dad :

(cuadro 5.9). .
Biocatalizador Tiempo al 50 %
de actividad
(hrs)
CPO libre 60
CPO SBA16-90(7) > 150
CPO SBA16-117(12) 45
CPO MCM41-40 110

Cuadro 5.9: Tiempo al 50 % de la actividad catalitica de la CPO a 45°C.

TESIS CON
> FALLA DE ORIGEN




La inmovilizacién de la enzima en un material con didmetros de poro similar al de su didmetro
molccular produce un aumento cn la actividad catalitica respecto a la temperatura. Takahashi
y colaboradores (2000) determinaron que la estabilidad a 70°C de la HRP inmovilizada en
FSMI16 esti relacionada con el didtnetro de los poros del soporte, aunque el perfil de la
actividad catalitica no presentd cl perfil del biocatalizador CPO SBA15-90(7). Por otro lado,
la presencia de silicio en la preparacién CPO MCMA41-40 provee de una mayor resistencia a

la pérdida de actividad de la CPO.
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Capitulo 6

CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS

Conclusiones

Con el tratamieuto alcotérmico se obtuvieron materiales mesoporosos SBA-16 con didme-
tros de poro predominantes de 40, 90 y 117 A.

La distribucién de didmetro de los poros de los materiales SBA-16 sintetizados muestran
un buen grado de homogeneidad en los materiales.’

No fue posible determina.rgli gi-ado de‘,prdena’.miento de los materiales sintetizados.
Probablemente el prindpnl factor para la inmovilizacién de la CPO en los materiales
SBA-16 a pH 4, es el encépéixlhnﬁgixﬁo de la enzima en las estructuras porosas.

La actividad égtal{cig:a ara la oxidacién del 4,6 DM DBT de la CPO inmovilizada en
SBA-16 dismjinuy;; drsisticamente con respecto a la CPO libre probablemente por proble-
mas difusiohalm, sin enibm‘go esta actividad se mantiene por encima de las actividades

reportadas para otras enzimas que reconocen el mismo sustrato.
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Los perfiles cataliticos de la CPO libre e inmovilizada con respecto a la temperatura y
a la concentracién de ACN cn cl sistema son similarcs, al parccer los cfcctos causados
por el solvente y la temperatura son mayores a los causados por la inmovilizacion .

La inmovilizacién de la CPO en materiales mesoporosos puede estabilizar a la enzima
respecto a la temperatura si le provee de interacciones eléctricas (CPO 1\101\141-40)

A 45°C el bioeatalizador’ CPO SBA16-90 sufre un_aumento en la act.nvxdnd catalitica
que alcanza su maésdimo a las 72 hrs, probablemente debido a un a.rreglo molecular en la
orientacién de la CPO cn el mat.cnal formac n dc mtcrmcdxa.nos de la. cnznma caun

efecto difusional.

El didnietro de poro de los soportes no txene un efecto sug‘mﬁcm.wo en el perﬁl cataut.xco

de la CPO para la oxidacién del 4,6 DI\I DBT con rmpecto a la. Lemperatun\ yala

concentracién de ACN en el sistema de rem:mon

Perspectivas
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Apéndice A

APENDICE

A.1l. Propiedades texturales de los sélidos cataliticos

La mcdida dcl drea cspecifica de un sélido y cl estudio de su estructura porosa, sc rcalizan
generalinente mediante la impregnacién del sélido con una substancia liquida o gaseosa que
no sea reactivo con éste. La utilizacién de un gas para estas medidas, estd basada en el
fenémeno de adsorcién fisica (fig. A.1), y ha dado lugar al método ideado por Brunauer,
Emmet y Teller, conocido como método BET, aunque en realidad no se trata de un método,
sino de una interpretacién de los datos que coﬁsfituyen una isoterma de adsorcién, basada

en un modelo propuesto por los mismos autores.

D cion

o nan eDsorcion
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El punto de partida del método es una isoterma de adsorcién fisica de un gas sobre un
sdlido. En condicionces de equilibrio termodindmico habra un nimero Na dec moléculas de gas
adsorbidas sobre la superficie del sélido. El nimero de moléculas Na se puede convertir en

un volumen adsorbido Va a condiciones normales de presién y temperatura mediante la ley

de los gases ideales:

gréfica Va contra P sele Il

una isoterma de adsorcnén, de las m: oomunes oonsxste en graficar Vo/M contra P/P,,

donde M m el pwo de la’ muestra y P.'es la pr&ilén de saturacién del gas en presencia de la
muestta. El cocxente P/P, se conoce como premén relativa del gas. Las diferentes isotermas

natura.leza del gas utilizado y del substrato sélido y

de a.cue'rdofa 1a IUPAC o se indica en la figura A.2.

En el cuzidx'-o Alsei breve el tipo de mat;enal al que puede corresponder cada

tipo de isoterm: la 'sot.erma t;lpo VI que es muy dificil de observar y

que por su forma socerma esca.lonada &
Es posible entender la forma de las isotermas de manera cualitativa, en base a los prin-
cipios fisicos ¥ a los modclos del proceso adsortivo. Como antcriormente sc menciond, la
interpretaciéon de los resultados experimentales en el trazo de la isoterma, se supone que
la adsorcién es fisica de muchas capas (multicapas) y que las fuerzas de interaccién entre

las moléculas dcl gas son igualcs a las fucrzas rcsponsables de la condensacion de vapores;
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Cantdat oo got sdaorits

Figura A.2: Clasificacién de la IUPA

basdndose en estas condiciones se ’obing

la ecuacién de la isoterma de BET, la

P/

de presién y tempcrntu
rlas perﬁcxe (a.dsorbenr.e) con una 1nonocapn completn, Ces

que se necesita dc gas parac
una constante que depende dela t.emperatu.ra, ¥ P. es la presién de saturacxén del adsorbato.
cn del ndqorbato

En Ia ecuacion untenor hny tres constantes, una de ellas, P,, es caracte:
vy existen tablas en donde se puede obtener su valor; las dos rcstantei. a Y. P se ca.lculnn
a través de los datos experimnentales graficando (P/P,)/V,(1 — P/P) contru (P/P) Ala

recta resultante sc le ealcula la pendiente y 1a ordenada al origen, las coucs sc ldcnnﬁca. como:
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Isoterma | Tipo de material

‘Tipo 1 Sélidos microporosos

Tipo 11 Sélidos no porosos

Tipo 1II | Sélidos no porosos 0 Macroporosos que presentan interacciones débiles gas-solido
‘Tipo IV | Sélidos mesoporosos

‘Tipo V Sélidos Inesoporosos o microporosos que presentan interacciones débiles gas-sélido

Cuadro A.l: Clasificacién de la IUPAC de las isoterma de adsorcién.

Interseccién (ordenada al origen)= l&

Pendiente= £=%

De esws dos ecuacxonu es pos:ble evaluar las dos constantes Cy V,... en partlcula.r el volu-

men de una monocnpa completa.. at.zi dado por.y

El valor de V.5 asf obtenido piede usarse para calcular el drea especifica de un sélido.

Una cm-act.cr t.: : porta.ncm cen cl chscno dc un séhdo catalitico, cs cl

drea que. prmen'.n el adsorbente factlb]e de ser ocupado por el adsorbato; cuando esta drea

se m(pra;‘a por. unxdua/ de masa del catahzador. se le uombra. Area especifica. Para calcular
esta propiedad utl}hza.ndo como adsorbato al nitrégeno y la técnica BET, basta con trabajar
en la regién line;n.l de‘la isoterma, que generalmente se encuentra situada en el intervalo de
0.04 a 0.3 de la presién relativa. Trabajando en este intervalo se calcula el volumen de la
monocapa completa (Vim), y si se conoce el drea transversal de una molécula de nitrégeno

(16.2 A) adsorbida en la superficie de la muestra, se calcula el irea especifica del adsorbente
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a partir de la ecuacién

_ o A%10729(6,02323)V,.(mi/g))
A(m*/g) = (22,414)(103)

que al sustituir el valor de s para nitrégeno y el volumen de la monocapa V,,, la ecuacién

anterior se reduce a:

PR 4,35
3 A?/9) = T P,

con esta ecuncién se determmn el dren especifica de un solldo _catalitico, utllxzando como

adsorbato al mtrogeno.

Distribucién de dia'u”ne;tro ‘dé baro. 5

la ad.sorclén se tenmné

re n, que _)unto
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con el de la adsorcién, forman la histéresis de la adsorcién, ilustrado en la figura A.3.

-
o
8

—e— Adsorcion
—¥- Desorcion

®
o
-

»
Q
©

N
-]
-1

Volumen adsorbido o desorbido (cclg.)

[
02 o 06 (2 1
Presion relativa (PYPo)

Figura A.3: Isoterma de adsoicién-desorcién.

Para elaborar el brazo de la desorcién, se va evacuando paulatinamente el gas adsorbido
en la muestra, o sea que el adsorbato abandona al adsorbente, vaciindose algunos poros y
emigrando las moléculas hacia las regiones planas hasta llega;r a una situacién de equilibrio;
se hace otra evacuacién y se obtiene otro punto mé;éri.mental, ¥y asf se procede sucesivamente
s ' lm'hmyéé_ vacu .;» let te al gas,

para los siguientes puntos experi

Para obtener la distribucién de poro a ﬁar}:ir de’ ]os’dat.‘os‘ de adsorcidn, se necesita proceder
con mas cuidado. Hasta ahora, el mépodd "xhés.[revcx;evntemehte utilizado es de BJH (Barret,

Joyner y Halenda), basado en un modelo de por o8 cilfndricos.

El drca cspecifica total de poro estid formads por las contribuciones de las regiones planas,
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el Area de las paredes de los poros y el drea expuesta entre las particulas del sélido. La
cuantificacién dcl drea cspecifiea de los poros del sélido, cs muy importante, debido a quc
ahf es donde se lleva a cabo el fenémeno catalftico, por esto, es necesario saber si los poros
son de un tamaiio tal que permitan a las moléculas de los reactivos difundirse en su interior.
Lo antcrior sc logra a partir del cidlculo de la distribucién del didmetro de poros para lo cual

se toman por convencién los puntos experimentales del brazo de desorcién de la isoterma y

se procede como sigue:

Si lamarmos L; a la longitud total de poros con radios entre Ry — DRy y Rx 4 Rx, con

tamaifio medio Rg, en cualquier intervalo de presionesPx — Dix & P + Dx podemos escribir:

Donde Vi es el volumen total del adsor 7ato n xsotermn y Pi/Ps es el limite

inferior del intervalo de presxén l-ésxmo ¥ ti es’la’capa’ adsorblda a esta presién. La ecuacién

anterior puede ser r&uelta pa.ra. L

=
(V - - Vi — Z"(Rk — )2 L)

| kel

dividiendo la isoterma en 1ntcrvn.los de presiones adecuados por debajo de la saturacién, se
calcula la distribucién completa de L, (Ry), el volumen de poro y la superficie. La ecuacién es

especifica para poros cilindricos, pero puede ser fdcilmente modificada para otras geometrias.
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A.2. Difraccion de Rayos X

En una primera aproximacién un cristal puede considerarse como una agrupacién ordenada
¥ periédica de dtomos, que al ser alcanzados por un haz de Rayos X, los difunden simultinea-
mente. En general, las ondas disipadas interfieren unas con otras anuldndose, pero en ciertas
direcciones se refuerzan para formar un nuevo frente de onda, fenémeno conocido como difrac-
cién.

La técnica de Rayos X permite determinar pardmetros tan importantes como el grado de
cristalinidad, la identificacién de las fases cristalinas, el estado de agregacién y el tamaiio de
las particulas metdlicas entre otras caracteristicas. Los electrones de los Atomos ordenados
en los cristales, desvian los rayos X originando patrones de difraccién a partir de los cuales

se calculan los parimetros deseados.

Con el fin de explicar los dngulos observados para los haces difractados por un cristal (ex-
perimento Laue), Bragg propuso una expllcacxon sencilla. Supongamos que cada uno de los

planos de los dtomos actia comno un wpejo cns k3 tmspu.renf.e que sélo refleja una parte de la

intensidad incidente; no se obmeuen rayos tados mads que cuando las reflexiones debidas

a los planos paralclos mtcrﬁcrcn dc mancra constructwa (fig. A.4).

Counsidérese que:

e La dlsperslon es eldsti ica, o sea que 1a longlt.ud de onda del fotén no se modifica con la

reﬂexlon (dnperqlén coherente)

e Los planos son equldlst.nntes

e La dnsta.ncm. mt.erpln.na.r m d (Estos pla.nos no. se deben confundir con los planos de las

caras do la mu&l.rn ya quc los R:wos )\ atrawwm 1a supecrficic)
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Figura A.4: Demostracién de la Ley de Bragg.

La diferencia de camino éptico entre los haces difractados por dos planos adyéceutes,

es 2dsenf, en donde 0 es el dngulo entre el plano y el haz mcxdem:e. Por ocro lado,

una mtcrfcrcncm const.rucuva sc¢ produce sélo cuando la dlfcrcncm
un mulhplo em.ero de onda A. Asf, la condicién de la mt.erfercncm. construcnva. para un

haz mcldente queda condensada en la relacién:

2dsend =nA(n=1,23..)

Esta ecuacidén se conoce como la ley de Bragg. Hay que resaltar:

o Aunque se suponga que cada plano actiia como un espejo, sdld para algunos valores

de @ se suman a las reflexiones de todos los planos pnrhlelo&, para dar un haz
reflejndo (difractado) intenso. ’ ‘

o Que la ley de Bragg es una consecuencia de la periodicidad de los planos y requiere

de longitudes de onda A < 2d. Si A/ 2d fuese muy pequeiio, los dingulos de difrac.
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cién serian igualimente pequeiios y, por tanto, el haz difractado seria dificillmente
observable. Esto ocurre con cristales cuyas distancias interplanares son grandes.
o Que para obtener un diagrama de difraccién con un cristal, se emplean los métodos

siguientes:

O bien el haz pplicronuiticp y 'siempre hay una longit.ud de onda que cuinple con la

" relacién de Bragg para un plano reticular dAdb (éxperimeﬁto de Laue).

O el ‘haz es monocromatico y el cristal (o los st.ala), deben da.r vuelt.m; paru que

los dxsnntos plnn h.

es e] pri cipi

o Que en’ la formula de la Ley de Bragg Ja refracclén debe ser diferem:e de 1.

idad del haz dlﬁ'a.ctado epe de e

o anl . que la

Ps La mf.ensxdad y la Iongn;ud de onda del haz mcndente G

< La'estructura del cristal, es decir, del arreglo de ]os atomos en la celdn Unitaria;
arreglo caracterizado que se conoce como "factor de estructura

o El volumen de los cristales que difracten g

< El dngulo de difraccién

o La absorcién de los Rayos X por el crisuﬂ

o El arreglo experimental utilizado

Las direcciones de los haces difractados sélo dependcn de la geometrfa. de Ia red {bien

por la orientacién y espaciado de los plunos. da.de el punto de vxsta ‘de Brn.gg. o por

In periodicidad de Ias tres dimeunsiones, segun lns ccuncxones de Ln.uc) chho en otra

palabras, son el tamaiio y la forma de la celda uludad los quc determma.u la direccién

dc los haces. La distribucién de los atomos dcntro de la cclcla umdud no afccta a cstas
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direcciones, pero determina, en cambio, las intensidades de los distintos haces. Si se
da una celda unidad de dimensiones conocidas se pueden predecir los haces difractados

calculando los distintos espaciados interplanares d y llevindolo a la férmula de Bragg.

A.3. MCM-41

Ademids de los materiales SBA-16, se ‘decidiv rixbaj;x.r'con un control externo para la

En la fotomimoéfaff‘ “dc la figura A.6 sc obscrvi como csui cl arrcglo de poros de cste
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Figura A.5: Difraccién de Rayos X del material MCM-41.

Figura A.6: Fotomicrografia del MCM-41, arreglos hexagonales ordenados.
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