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Capítulo 1 

INTRODUCCIÓN 

Debido al u.so generalizado de los hidrocarburos en diversas actividades humanas, el contenido 

de azufre en el petróleo es de gran importancia por las consecuencias colaterales que implica. 

E1 azufre emitido a la atmósfera deriva princiPalmente de] uso de combustibles automotrices e 

industriales, por lo que se ha establecido que el nivel de este elemento en los combustibles de­

berá disminuir de 350 a 59 ppm a partir del 2006. Si bien es cierto que ya existen tecnologías para 

eliminar una cantidad. importante de los compuestos organoazufrados del petróleo (como Ja HDS), 

los costos para obtener los rendimientos requeridos no son viables, existiendo así lu. necesidad de 

nuevas propuestas: qu~ · p~eda.n resolver el problema. 

Entre las alternntfvtis potenciales que han crnergido se encuentra. la biodesulfurnción, en la que 

se propone el empleo de microorganismos desulfurantes tales como Rodococcus erytrhopolis, capaz 

de "extraerne] átomo de azufre de ]as 1noléculas organoazufradas, lo cual sería muy conveniente en 

un proceso de desulfuraci6o del petróleo. Sin en1bargo, una linlitante i.m.portn.nte es la estabilidad de 

los microorganismos en medios orgánicos como el petróleo, donde los contenidos de agua son muy 

bajos. Con In. intención de reducir estas Jimitantes se ha propuesto Ja. aplicación de diversas enzirnas 

aisladas con capacidad de oxidar compuestos orga.noazufrados recalcitrantes a. sus correspondientes 

sulfonn.."", que al ser de mayor pC80 molecular y polaridad tK>n más fáciles de remover. Ln. ventaja de 



usar enzimas aisladas en ve4' del tuicroorganismo completo es que son IDás tolerantes a. los medios 

orgánicos, factor importante paro. la aplicación en un proceso de refinación de] petróleo. Una de 

las enzinms que puede realizar este tipo de catálisis es Ja. cloroperoxidasa (CPO) producida por 

el hongo marino Cal.da.ri.o~j¡ces1.,¡f:!ago, la cual pr_esenta actiyidadés catalíticas muy eleva.das con 

respecto a otras enzim&s que realizan ~te tipo de Oxidaciones (TÓrres et al., 2003). 

Aún cuando las enzimas son más tolerantes que los mocroorganismos completos a los medios 

orgánicos, se ha explorado Ja forma de mejorar su estabilidad en medios con la menor cantidad posi­

ble de agua, sistema que se aproximaría al existente en los procesos de refinación; con el objetivo 

de mejorar la estabilidad de las enzimas se han Jlevado a cabo varios procesos como Ja modifi­

cación química, la eucn.psula.ción, el entrecruztuniento, Ja inmovilizn.ci6n, etc (Coombs, 2002). 9011 

el advenimiento de Jos materiales mesoporosos (Zbao et al, 1998a), se abre un área para- explorar 

la inmovili~ación enzimática; estos materia.les tienen Ja. peculiaridad de que el tamañO .d_e lós poros 

puede ser muy cercano n.l dilÍlnetro molecular de las enzhnas, Jo cual permite inmovili~lás en los 

poros de fortna más ordenad.a. Una de las ventajas potenciales de este tipO de ~~~lización es 

que la enzima se fija al material una vez que se ha sintetizado, por Jo qu~ l_a::~~irii&\10 .. ~iri"'nc que 

ser expuesta a condiciones e.."<ttremBS en el proceso, además este tipo de" ~-a~e_~i:~~~Úé:r;~~-~~ área 

superficial, son inocuos y son quím..ica y mecánjcamente estables. 

En este traba.jo se evnluó el efecto de la in1novilizaci6n ~e la. CPO en ma~eriales mesoporosos 

tipo SBA-16, enfrentando al biocatalizador libre e inmovilizado.ª sistemas con alto contenido de 

disolvente. Aún cuandó la. actividad catalítica d~ la CPO inmovilizada. es inferior a la que presenta 

la enzima libre, ésta sigue siendo superior a la de otras enzimas que reconocen al sustrato empleado, 

por Jo que Jos :z-csultadós WcanzadQi permiten continuar explorando el potencial de apHcación de 

la catálisis enzimática en ta. industria petro1cra.. 
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Capítulo 2 

ANTECEDENTES 

2.1. La problemática del azufre en los combustibles 

Ln combustión empleada para obtener cu.lor, generar energía eléctrica o 1novimiento, es e] proce­

so <le clllisión de contam.ina.ntes atmosféricos más significativo. El aire puro es una mezcla gaseosa 

compUC8ta. por 78 % de nitrógeno, 21 % de oxigeno y 1 % de diferentet1 compuestos ta.les como 

el argón, el dióxido de carbono y el ozono, por lo que In contruninnción n.trnosférica. se refiere n 

cualquier cainbio en el equilibrio de estos componentes, lo cual altera las propiedades físicas y 

químicas del aire (Chami20 y Garritz, 1995), siendo los principales conttt.Dlinantcs los óxidos de 

nitrógeno, los hidrocarburos y los óxidos de nzufre, entre otros. 

En el ámbito nacional, la conta.rninación atmosférica se limita a las zonas· de alta densidad 

dcrnográficn. o industrial, las emisiones anuales de contaminantes en el país son superiores a 16 

rnilloncs de toneladas de las cuales el 65 ~,es de ori~ell ~~~~:8'1"~. por lo que la conta.minación por 

óxidos de azufre es uno de los ternas que m~ ·ha llamádo )O. atCnción (Comisión Metropolitana 

para Ja Prevención y Control del~ ContruÚ~~&C~~~·;~~bi~~t~-~~- el Valle de México, 1900). 
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Óxidos de azufre 

EJ principal contaminante atmosférico es el grupo de loH óxidos de· azufre debido a que es el 

componente mayoritario de la lluvia ~id~.: ~~dif?S ~eaJiZad~s· ~~:-cl; -Di~.i~i~. F~derál 'd~m~estran 
que el pH del agua de lluvia ~· ~.~~~r ~ 5-~~ -~~~~- ~~:Otaj _d~~ ~.~;{~i'~~~~-~~~,~~:~i~)~;.~~r lo· que 

~::::=:::=::EE~~iJJ¡~~~~I~~~~ 
•.• f. ·.8:·b/··:··~-~b:·.~.'-~-,;~_:f~JJ~(;:~i5:~!;~ifJ:1é::¡;"0;:_;.é.k:· .·.· 

.. ·::,;.:;:. .. ,·,~---.:.._: :;·.~ . .:. .. 
Una. parte impOrta.ltte _ d~ _est~ e'~isi~n~ ;~· S:tri~üÍ~l~ ~:~- h~iTibr.;· p(;r'·Quenia.r -~~b6n d~ coque 

con alto contenido de 8zufre, eXtraer ·m.~t·a1éS.'.d~· Sltlfui:~~--~~~~mm.· ~·f;ibusíibi~ sin reformar (diese! 

:r:::i:ª:J~g::~:.~~:: :él:o~:~i-;~.cf;;fBi':c~¿¡;··.<1e:~~idencia en 1~ atmósfera y:en 
.. ,.,,-.·. -

. ~ - , _.-,-, . .., 

2so, +.02:--:+ 2so3 
''--,'-·'· 

El trióxido. tB.inbién es pelig~~·-.P~es:,Teá.C~ion·~ con el agua para forrnar ácido sulfúrico, que 

es sumamei.ate corrosiv~ 

Con la Iltivia,·el Sc:;>2 y el 503 son "lavados"dc la atmósfera y se vierten sobre ríos y rnares 

en forma. de ácido sulfidrico y ácido sulfúrico (H2S03 y H 2 S04 }, por lo que la acidez del agua 

aumenta. Este _fenómeno afecta ln salud, provocando irritación en 108 ojOH y el tracto respiratorio, 

reduciendo las funciones pulmonares y agravando las enfermedades respiratorias como el asma, Ja 

bronquitis crónica y el enfisema. En cuanto al efecto sobre algunos materiales, corroe los metales, 

deteriora. Jos contactos eléctricos, el papel, los textiles, las pinturas, e incluso Jos materiales de 
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construcción. 

,· - _. ·.-· <'": ;.,:- ·:. 
En la industria., el azufre pres'ente en P~d~~~· de ~~tr~J~_ ~Utamin&: ~os convt:rtido~e;¡ catalítico~. 

corroe partes de motores de ColnbusÚó~ ,-int~r·n;.:· y··d~ :·renri~rÍa.'_deb·idO.,~ 'ia. formU:Ción de o..xiácidos 

de sulfuro (Hall~, et cd."~ 2.002);- ·. ,.., __ < ··. i~~;-~:_.·; ~--~,-~~-·.·-.'.:~:··.~,~~~:~Y~~~-·:.;.e::.·;_,.: ~~.' :'.-.,~: J:·~:_: t". 
:.,,;·,_. - ;-:·; •1 ·- );~,):,1:-:;;Y·~-· /,J,\{~. :. -:·,, ·' ' -,:- .... 

::.::=::;:::::sº~"~.~t~~~l~f~~~~: 
permisible de azufre en los combustibl~-~:d~·!¡QJ·,~~~/~Í:~~~~~~~~ ~-1:~,:,~¡·se ~~~entra alrede-

· ·. --. - . ···-- »"·· .,,.. •"' '-<- •• ,, •• ' ' ' ' • 

dor de 350 ppm; Ja Agencia de Protecció~· ~-~~~.-~b~~t~. ~~-los Es~ados Unidos (EPA) ha 

establecido que los requerimientos réd_ucirá.D:~J.~.;o~tén.idó-de su.J_~ul-o del dieseJ y Ja gasoJina a 30 

ppm para el 2004 y a 15 ppm para el 2006. Por otro lado, Ja Secretaría del Medio Ambiente del 

Distrito Federal ha propuesto reducir el nivel de azufre en diese! combustible de 400 a 300 ppm 

para el año 2004 y en Premium® de 220 a.30 ppm para el año 2006, por mencionar algunos ejem­

plos (http://www.rolac.uncp.mx). Debido a lo anterior, se han desarrollado nuevas metodologías 

que sean aplicables a. Ja indw,;tria y que permitan reducir a.ún más los niveles de azufre. 

2.2. Desulf"uración del petróleo 

El c-.a1npo de investigación aplicada a Ja desulfuración del petróleo es muy amplio, los 1nétodos 

son vnrin.do._~ y aunque algunos procesos ya son aplicados 1 la investigación de técnicas alternativas 

rnti.'i cficicntC8 sigue en pie. 

No ha.y una forma. universal para clasificar los procesos de dcsulfuración, sin embargo esto 

puede hn.ccrsc bn. .. ...ándosc en In rnta por la que los compuestos orga.nosulfurados 80n trnn.sformadoa 
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(Babich y Mouljin, 2003). Los procesos pueden ser divididos en tres grupos dependiendo de si los 

compuestos sulfurados son transforma.dos, separa.dos de la corriente de la refinación sin descomposi­

ción o por a.robas (figura. 2.1). En el primc1· tipo de proceso cun.ndo los co1npuestos organon.zufrados 

se tra.osfornian, se forma.11 productos sulfurados gaseosos o sólidos y la parte hidrocarbonada es 

recuperada. y devuelta. a. la. corriente del proceso de refinación, la. hidrodcsuJfuración convcnciona.l 

(HDS) es el ejemplo más típico de este tipo de procesos. En el segundo tipo de proceso los com­

puestos organosulfurados son simplemente separados de la corriente del proceso de refinación; 

n.lgunos procesos de este tipo prime~o transforman los compuestos organosulfurad.os en otros que 

son más fáciles de sepn.rn.r¡ cua.lldo la corri~nte ~ dest.iliurada po~ separación algunos productos 

deseados se pueden perder al ser retenid~ por -las moléculas organosulfuradas. En e] tercer tipo 

de proceso, Jos compuestos organosulfurados son separados de la corriente y descompuestos en 

una. unidad ~e reacto.r,.estos procesos combinádos, J~ cuales proveen las bases de tecnologías pro­

puestas recurrentemente para la aplicación en Ja industria, son promisorios para Ja producción de 

combustibles ultrn.-bajos en contenidos de azufre. 

D_oo,,,po•lclón ti• 00"'1MM960• oon 
a1Ul"rw con ,.9nro ti• Nd~uro• 
HOS convenc:Jonal; O.ddac:'6n selec:Uva; 
AdsorcJOn r•acltva; BlodeCutl'UradOn 

s.,,.,.t::Mn d9 ooa.pua•loa azadrado• 
•lnalhnlneddn •-u•• 

Alqullac.On; oxD'acc1ón; oxidación a 
sulfonas; preclpttación: adsorción 

\ I 
~ 

l 
Combln~l6n: 

SeparaclOn + Descorrposk:IOn 
OoslllaclOn cata1TUC3 

Figurn 2.1: Clasificación de los procesos de desulfurnción (Ba.bich y l\fouljin~ 2003). 
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En la actualidad, uno de Jos procesos más emplead.os es el de la HDS, el cual es esencialmente 

una reducción catalítica con hidrógeno a. alta temperatura (35~500 ºC) y alta presión (-- IOOOpsi), 

convirtiendo Jos compuestos orga.nosuJfurados a. sulfuro de hidrógeno (H2S) e hidrocarburos (Tup­

soe et al., 1996). El proceso convencional de HDS usuat1n:ente se realiza con catalizadores como 

CoMo/ Al203 y Nih.lo/ AI203 • Su transformación en términos de nivel de dcsulfura.ción, actividad y 

selectividad depende de Jns propiedades de especificidad del catalizad~·r usado (cOnC~ntración de la 

especie activa, propiedades del soporte, ruta de síntesis), las _condiciones de reacci6Í:J.. (teriiJ>eratur~ 

presión pardal de hidrógeno y H2S, etc.), Ja naturaleza y co~ce~f.r~~ó~ de los ·ciJ.:n·p~estos Sulfu-' .'., 
rndos presentes en la. corriente de nlimentación, entre otros.· 

En la figura. 2.2 se muestran nlguno..q de Jos co1npu~~~ orga.nos~~~~~~ presentes en el 
. . - ·' ~ '- . . 

petróleo, Jos compuestos sulfurados orgánicos polinuclé&reli' también son de" interés para Ja desul­

furación profunda. de la. corriente del proce&> de refinació~; t:li~ ~~~·ar;~, son muy establet:1 bajo lm1 

condiciones de la HDS convencional y las rutas de reacci6ll de desuJfuración son n1ás complejas 

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

La rcactividad de Jos compuestos orga.nosulfurados varía enormemente dependiendo de 11\ es­

tructura. y dcl ambiente JoCa.l del átomo de azufre. La. reactividad en Ja HDS sigue este orden (del 

más rcacti~,~··~~~~·.reac:ti~.~: tiofeno > tiofeno alquilado> BT {benzotiofeno) > BT alquilado 

> OBT(dibe~~Ú¡,fe~~)"' y:·oBT alquilado sin sustituyentes en las posiciones 4 y 6 > DBT alquilado 

con un tn~~ii·~~~:;-;~-::~~-.~~--,-.Ia·''~6sición 4 o en la posición 6 > DBT sustituido con alquil~ en 

las posicioii4·-~~s)~::~~.:~J('ii"41~ ~>M:'ouljin, 2003; Topsoe et al. 1996). La. dcsulfuración deseada del 

combustible·'_¡ffipliCa~ciú~·~1os compuestos sulfurados menos reactivos puedan ser transformados. 
___ ,., '"::;i~·: /"-:?;?·· 

Aunqu~·~~·f~riS·~~/~u proceso que ha sido huplemcntudo por refinerías del petróleo por varias 
. ' '· ... · 

décadas, los_'costos de o.Peración son n1uy altos, especialn1ente cuando se requiere la reducción del 

contenido de sulfuros por debajo de 50 ppm. Como consl.'cuencia, se cstiin buscando n.lternntivus 
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Figura 2.2: Compuestos org~,~lfur~os y su ruta de bidrotrata.miento (Babich y Mouljin, 2003). 
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a la HDS convencional, particularmente aquellas que están basadas en una tecnología. nueva. que 

utilizcn condiciona; de operación más suaves y representan bajos costos de seguridad. 

2.3. Desulfuración Oxidativa 

La desuJfuración oxida.Uva (ODS por sus siglas en inglés) comprende la. remoción de sulfuros 

como una alternativa al proceso de HDS (Hagun et al., 2002), y tiene la ventaja significativa de 

que Jos compuesto8 sulñ.uados que son Jos ~ás difíciles de reducir por HDS son los más reactivos 

por OOS. Este efecto emerge debido a que la reactividad de oxidación de compuesto..c:1 sulfura.dos se 

incrementa al aumentar la. densidad electrónica del átomo de sulfuro, el anillo aromático derivado 
'- .. · 

del DBT influenciado positivamente por los grupot1 metiJicos coR la. pl-opiedad de donar electrones 

y aquél que contenga el átomo de azufre 1nás rico e~·~l~ron~,· Cs el que reaccionará má..~ rápido. 

La. oxidación de tiofcnos a sulfonas .. inc;~cntñ 1~··p~1~d~ y el peso molc.-cula.r .. Jo cual hace 

1nñ.s fácil su remoción por adsorciórl e~ m~t~ii'iJ~~~h'd6~~:.'~·~o la sflica, alumina, arcilla o carbón 
, ••' '.'..'.·"~::.'<';'.7~""".---;;>,-, •• ---:-: •v-. • ·• ·' ' •' 

activado o su se~aración por ~-~~~~~~'._d~~~.~-~~~'~',ti-~~~~nto_ alcalino. Para la oxidación se­

lectiva de los compuestos or~...n:~·fü~f.,;i~:~,;~~¡;ntc se ú~ pcroxllicidos orgánicos (fórmico, 

acético, propiónico, etc.) y ~~~~,·~r~_i:S,Uir~~;-y· __ ·~,c'>Oi~· ~~~alizador~ n:iezclas _de óxidos ~e molib-

deno/tungsteno, ácido t~~~~~·;;J~~~.{~~~i~;,~~,~~Ú -~ri~~r~io· (~II)_: S~_ embargo, _la selectivi-

dad de Ja. reacción, seguridad Y ·costo-·SO'~'Jos ~qUC definen Ja ·selección de oxidantes, c8.t8.lizadores y 
. ·¡ .. ·,,:;·· ~ .•.' ' .,,.. " . 

condiciones de operacióó. ~~ p~ó~·-:dC <?·Ds. 

Los sistemas ca.ta.líÜcos rePOrtadON 8011 tóxicos y explosivos y aunque ésta es una tecnología 

importante, hay toda.vía· asuntos que necesitan ser definidos con respecto a. la calidad final dcl 

combll8tible y a la economía del proceso, por Jo que existe la necesidad de una nueva tecnología 

que perinit~i. In e..-.c:istencia. de las reacciones de oxidación bajo condiciones rnenos drásticn .. c; y que 
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oxide selectiva.mente los compuestos sulfurados. 

2.4. Biodesulfuración 

Una de las nlten1ativas para remover las moléculas sulfuradas del combustible fósil a bajas 

temperaturas y presión atmosférica es el uso de catalizadores microbianos, proceso que se conoce 

como biodesulfuración. 

Se ha reportado Ja remoción selectiva. de sulfuro por una ruta que involucra Ja conversión de 

dibcnzotiofeno (DBT} a 2-hidroxibifenilo {2-HBP} y sulfato, como en el caso de, Rhodococcus ery­

thropolis (Wang y Krawieé, 1996) y Rhodococcus rodochrous IGTSB (Kilbane y Jaclcowski, 1992), 

ésta últinu\ hn sido la nui.s estudiada, y se ilustra en la figura 2.3. 

2·Hklroalbfl..._.la 2C2-hldroal .... HJ 
_ ... _ 

Fibrura. 2.3: Ruta. metabólica de ln. dcsulfurn.ción del OBT por llhodococcu.s erythropolia IGTS8 (Kilba.ne 
y Juckowski, 1992). 
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La. actividad desulfurante de R. erythropolis IGTS8 es reprimida por los sulf8.tos y por ami­

noácidos que contienen sulfuros. Lns primeras dos enzimas de esta ruta, DszA ~)~szC son monooxi­

genasas dependientes de FMNH21 el cual es regenerado por una fla.v:it.1 rec;tuc,t~ ~ependiente de 

NADH, la DszD. La oecesiciad de cofactores y la. complejidad de la rut~. metS:bÓlica requiere el 

trabo.jo de Ja. célula.. completa. 

Sin embargo,· tres factores principales han limitado la implementación de la dt?sulfu.raci6n rni­

crobiana. del petr61,;.; {Vbq,';'.;.,.¡)UJialt et al., 2002): 

• las ~~dCs · ~ti<!~es .de ·agúa necesarias para el metabolismo microbiano 

• el ti~péq7~.(;,id:,~~~~;i,.g~, ~n, el proceso que se realiza. en un reactor de volumen consi-

der8.~i~~e~t.~)i!~~.; 
··.'.;:. 

• el mC't~bóÜ~lnó: ~¡é~ob·i~o limitado con respecto a la gran variedad de cstructúr~ ·químicas ... ,, __ ., __ ,· ' . .. ., . 
que ~~·<~JlcU.en~_!"~ en los compuestos organosulfurados existentes en el petróleo. 

NingunO ·de estos problemas se ha ret:1uelto todavía, sin embargo estwi: lim.it8ciones podrían 

rcn1ediarse usando enzin1as purificadas en lugar de n1icroorganismos co1nptetos,·.ya que requieren 

rncnos agua que.los microorganismos para ser activas y estables en disolventes orgánicos y teórica-
' -

mente, sólo utla película de agua que cubriera su superficie podría ser suficiente para que se lleve 

H. cabo Jn. ~~'~isis· cvázquez-Ouha1t et al., 2002). El petróleo por si rnismo puede ser el disolvente 

orgánico, evit~cÍo .~.-~ninÍnüzando Ía adición un coclisolvente. 

Los compues_Í~ de ;ulf~o ~tes de Ja HDS son menos reactivos frente al hidrógeno y proba.blc­

mente más ~ti~~·:'&j;.~~ ~·-~geno, lo ~al genera una ventaja para la. catálisis enzimática. 80brc 

la HDS Conven'~~~~~~~::-; 
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2.5. Peroxidasas 

El interés 'en Ja catálisis oxidativa ha sido estimulado principalmente por dos cuestiones am­

bienta.les. La primera es Ja necesidad de reemplazar las oxidaciones que requieren de cantidades 

estequion1éirjC~1s dé 1netales pesados por aiternativna cataiítiCLL.'"1 más" limpias", usando como agente 
::·:· .. , ... -. ' 

oxidante ~e.r,s,~~0:-, ~e'· hid.rogeno u oxígeno. La segunda es la gran demanda de selectividad. en las 

rcaccioné8. ·q~Í~i~ de Oxidación, con el propÓsito de oxidar selectiva.mente el azufre y dejando 

intacta. el ~~~~·de .. )~ ~oJéCuJa., así como el resto de hidrocarburos presentes en el combustible. Las 
· .. _,,'. '. ' 

enzhnas óxid.0-'r~uctoras so!Í potencialmente adecuadas para cumplir con estas condiciones. 

Entre estas enzimas se encuentran las peroxidasas, las cuales catali?..a.n las transformaciones 

oxidativas de substratos orgánicos con un peróxido, usualmente peróxido de hidrogcno. A diferen­

cia de otras enzimas axidantes, las peroxidasas no tienen requerimiento de un cosubstrato costoso. 

Por otra parte, la mayor parte de )ns peroxidasas son enzimas extracelulares relativamente estables 

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

Mecanismo de reacción de las peroxidasas 

Las peroxida.sas son abundantes en Ja naturaleza y desempeñan diferentes funciones, por ejem­

plo: la peroxidasa. de rábano blanco (HRP), catali7.a. Ja. o)igomerizadón de radicales libres y la 

polimerización de aromáticos ric08 en electrones (Akita et. al., 2001), Ja Iignino peroxidasa. ca.­

tulizu. In. degradación oxida.tiva de In. ligniua (Ha.mmel et. al., 1986). Aunque el rol exacto de las 

luJoperox.id.n.sa.s (peroxidasas que pueden halogenar un substrato orgánico) no son precisaniente 

los halornctubolitos, probablemente su participación C8 importante en el sistema de defensa. de Jos 

organismos (Van Duerzen et al., 1996). 

La. 1nayoria de las pcroxida.sa.s Cf?nticncn el grupo hcmo (hicrro(III) protoporfirina IX) como 
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Figura 2.4: Ciclo de reaccl6n de las peroxidasas (Valderra.ma. et al., 2002). 

grupo prostético. Dura.rite la ca.t.álisis las her:no peroxidasas son oxidadas por un peróxido a una es­

pecie oxo hierro (n') la-cual esta. predominantemente presente como una especie de radical catiónico 

porfirínico oxo hierro (IV) en la mayoría-de la peroxidasas (fig. 2.4), esta especie es comúnmente 

llamada compuestO J. El cOmpuesto 1 puede ser reducido a enzima nativa por diversos mecanismos 

de¡>cndiendo· del tipo de re.n.cción (Van Deurzen, et al., 1996), las cuales pueden ser divididas en 

cuatro ca~eg~~ías: 

DescoÚlposición de H 2 0 2 (cat:alasa). El ciclo 01talítico comienzn. con In reacción de una. 

1nolécula de peróxido con el sitio activo (ruta 1). El peróxido se une al he1no y despué8 de una 

transferencia de protones facilitada por los aminoácidos que rodean al sitio activo, la 1nolécula se 

ro1npe para liberar agua. y formar un intermediario enzimático conocido como Co1npuesto J, el 

cual puede reaccionar con trua segunda molécula de peróxido para formar oxígeno molecular y el 

correspondiente alcohol (en el caso de un peróxido orgánico) o agua (ruta 8), la rcncción general 
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se ilustra como 

2ROOH--+ 0 2 + 2ROH 

donde R=H en el caso del peróxido d~ hidrógeno. Alternat_ivumente, el ComPuesto 1 puede tomar 

otros tres caminos: 

1. Deshidrogenación oxidativa. (pérclxid~). El Compu~to I puede sufrir una reducción 

de un e]ectrón para formar el. Compuesto 11, mediante la -oxidación de una molécula de sustrato 

orgánico (ruta 2). Ouiante Ja formaCión de este intermediario~ el electrón transferido desde e1 

sustrato reduce al radical. centrado en la porfirina. El Compuesto 11, que sólo tiene un equivalente 

ax:idativo que se encuentra Joca.lizad.o en el átomo de hierro, puede catalizar Ja oxidación de una 

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

reacción general es: 

2RH + 2H202 --+ 2RO + 2H20 + 2H+ 

Las per~_~a..~~ ca.to.lizan una variedad de oxidaciones de compuestos aromáticos ricos en eJcc­

trones, reS.U.~t~do:én pr~uctos radicales acoplados inter- o intra.-molecularmente. Un uso clásico 

de las r~~~~~~ _d~ l~ pcro,ddnsa es la polimerización de fenoles y anilinna bajo condiciones ligeras 

(Van De~i".'.et,al0;~i997) . . ,,·~\5~.--, 
2. HalÓ~-ri~~ió-_:¡: oxidativa (haJogenasa). La halogcnación oxidativa se cree que procede 

vía una ~~~¡~: haiJ~~~-. en' el en.so de las hemo-peroxidaso.s, ilustrando Jas posibles reacciones con 
' .. . ' . 

las rutas 4 1 ·5,'6 Y 7,.debido a que existe la controversia. de si Ja halogenación oxidativa. se lleva a 

cabo dentro ~ fuer~ del sitio activo (Stiborová et al., 2000). La. reacción general puede expresa.rse 

como 
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RH + H202 +el- + n+ - R - Cl + 2H20 

3. Reacciones de transferencia de oxígeno (peroxigenasa). Otra alternativa es que el 

Compuesto 1 reaccione con una molécula de .susirá.to urüda en el sitio activo, cerca del hierro del 

grupo hcmo. En este caso el áton10 de oxíg~o _se.-f.rB.nsfiere direétamente al sustrato (rutas 9 y 10). 

La reacción general ea 

R +. H202 '+ n+ '---- R - OH+ H 2 0 

Este tipo de reacciones pueden ~~:~'i;~~j·~as dentro de las siguientes categorías: 

• Oxidación de heteroáto~:~;:~~i~ti~~~~· N~~xidnci6n 
. ·: ., .. . . ' ' ·" -·~ . 

• Epoxidación _);:'.:.-· ~·.\:~,~[--;::~\; · .. ·.·_. ·, . 
.. º'-;·.~· ' -

:· . . ·. · .. ·. :-.:.-> ·:';:f;.:>:/iL"·)':-·;:.:::~--',·:·_;r,.i:"· .. >·k:>--.. .' -· ,. :: _ 
• Oxidllción de enJaceS CH: oxidación):íCDcOico/alílicó, oxida.éión alcoh6Jicn, oxidación indólica 

:_._< > ~~: .. ;< ~~::~~~~·.:~~i·;·/:}~~¡-:;;5!~~ti~f ~~~;~·;,]}~ .. ;~~ .. ;~}· ;,'_'. .-!. . -
Estas reaccio:Des tienen un 'alto: potencial de -aplicación en la industria fannacéutica, en la in-

:::~:0:;:~~:ª~t~º¡~;¡~~~;1~~~7¿~~7~ orgállicos, y muchas otras áreas, incluyendo la 

Recientemente ~ d_~~b~~::.~~~~-~fO:~ cnzimÁtico para. Ja dcsulfuración oxida.tiva del petróleo 

(Aya.la et al., 1998). Es'te~-métod~_está b~o en Ja oxidación de organoaz.ufra.dos y tiofenos con­

tcnidoM en e] petróleo Con heinoprote!nns para obtener sulfóxidos y 8u1fonas, Higuicndo con un 

po.so de destilación en el cual· estos compuestos oxidad.os son rcmovido8. El diescl amargo con 

un contenido de 1.6 % de sulfuro se oxidó bioca.ta.Iíticamente con la cloropcraxidasa de Caldario­

myces /uTnago en Ja prC8Cnciu. de 0.25 mf\f de peróxido de hidrógeno. La reacción se reu.Jizó a 

ternpcrn.tura ambiente y los compuestos organoazufrados se trW18formaron de rnanera efectiva a 

su.s respectivas sulfonas y sulfóxidos, los cuales fueron rCIIlovidos por destilación. La fraccióu re­

sultante después de la destilación contenía solo 0.27 % de sulfuro (cuadro 2.1 ). En adición a Jos 
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compuestos organoazufrados, la cloroperoxidasa es capaz de reaccionar con otros componentes del 

combustible, ta.les como Jos hidrocarburos poliaromá.ticos; sin embargo, en las mezcla.a complejus 

del petróleo se espera. que los compuestos orga.noazufrad.os sean preferenciahnente oxidados (Aya.la 

et al., 1998 y 2000), dado la facilid~ de c::oddai el heteroátomo en lugar del enlace C-H de anillo. 

Destilado 
Residuo 

- :.· ·. - ' -~ ' - :· '-.· ';,.-_. 
"" " 

Cuadro 2.1: Contenido de azufre en d.lesel tras la· oxidacldn cata.li.zada Por la Cloroperoxidasa. HTP: 
Hidrocarburos t.otales del petróleo 

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

gación para optimizar la oxidación de este tipo de compuestos. 

2.6. La Cloroperoxidasa: una peroxidasa con aplicación 

potencial 

Características de la CPO 

La. CPO, cuyo nombre sistemático es E.C. 1.11.1.10, proviene del hongo marino Caldariomyces 

fu mago, aislada. por primera. vez. en 1961 por Hagcr. Se piensa que la función in vivo de esta enzima 

es la. producción del clorometabolito caldaromicina (l,l-dicloro-2,5-dihidroxi cidopentano). 

La. secuencia. originnJ del ADN indica. que el gen cotnpleto de la CPO codifica. pura uua proteína 

de 373 residuos de aminoácidos (Sundarrunoorthy et al., 1995), la cual es procesada. para madurar. 

La CPO secretada contiene 299 residuos de aminoñ.cidos debido a dos escisiones, y posteriormente 
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sufre dos n1odifica.ciones: una glicosilaci6n y una cicliza.ción del ácido glutámico N tern1inal. La 

CPO se encuentra glicosilada en diferentes grados, por ejemplo, para la isoenzirna A la glicosi­

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

glicosilación. 

El grnpo hemo se encuentra. entre l~ domini.os· N-te~minal y O-terminal, el pliegue comprende 

ocho segmentos de o-hélice (A-H), tres hélices ¡)équeñas 3 10 (C .. , D .. y G .. ) y un pequeño par a.n­

tipn.ralelo {3. La' CPO tieue una hélice proximal. (hélice. A) al grupo hemo y conUene al ligando 

axial del hemo, y ~a héuce·d~t8.l.·~.-(hélÍ~·.F)'~ue ~rovee grupos catalíticos requeridos para la ac­

tivación de per~d~.·Ln..Ci.~29 ~rov~:.~¡·.'tiolat~·para ligarse con el grupo hemo y se encuentra 

en el d01nini? ~ .~~~il·~~,.·la..~:~~!'~;~<?s ci~t~ína..C1, Cis79 y Cis87, rcn.lizan los puentes disulíuro eu 

la estructura.'.: 

El grupo Prostético heme está compuesto por un anillo de Porfirina que.lato, conformado por 

un sistema pirrólico macrocíclico con dobles enlaces conjugados y diversos grupos unidos a su 

alrededor y con enlaces conjugados a un átomo de hierro que se encuntra en el centro. Este grupo 

hcmo se encuentra. retenido en su lugar por interacciones hidrofóbicns y puentes de hidrógeno; a. 

diferencia de otras peroxidasas en donde el ligando axial es la histidina, en la CPO es Ja cisteína., 

donde el tiolato se presenta como un donador fuerte de electrones (ligadura de alto spin), lo cual 

explica. la actividad catalítica. relativa.mente alta de esta enzima {fig. 2.5), por esta razón muchas 

de las propiedades e::1pcctroscópicas y químicas son similares a la del citocromo P-450. 

Aún cuando esta enzima muestra ventajas significativas sobre otras, para considerar el uso de 

In CPO como catali7.ndor para las reacciones de oxidación en medios orgánicos, 8C debe considerar 

(como en cualquier otra cnttifüds) que In. energía de culnce entre Ja enzima y el sustrato sea. In íuerza 

de unión ruá.s iu1portante. En 111ezclas de reacción acuosas existen principnlwcntc dos fuerzas que 

esttin involucrudas en el enlace con el sustrato hidrófobo: una induciendo Ja atracción del com-
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Figura 2.5: Cloroperoxidasa de Caldario'lnyces fumago. A la. izquierda. se muestra en rojo el grupo bemo, 
a Ja. derechu el grupo hemo con los grupos adyacentes cisteína y glutn.mina. (rojo=O, vcrde=C, azul=N, 
arnarillo=S, gris=Fe). 

puesto al interior del sitio activo y la o .. tra expulsándolo del medio acuoso. En la mayoría. de los 

C8808 el factor que predomina es Ja capacidad del tdtio activo para. atraer al Hustrato hidrófobo del 

1ncdio n.cuo.qo (Vúzque7..-Duhalt _et '!"·~ 2~0~)-. 

Por lo anterior, reemplazar el aiua<;~n un:disolv~ntc orgániéo i..fcct~ cOÍlsidcrablcmcntc la. cncr-
. -·- ':·, .. · - - - .-

gía de unión entre el_ Sitio ~cti_".'º de la. Cnzimn. y 'el súhSlra.tO, dcb~~o· a. que éste es desolvn.tildo con 

tnás dificultad en un medio orgánico que en un llledio ~uoso, ya que _las interacciones hid.rofóbicas 

son eliminadas en un medio no polar. De esto 1nodo_1 la mayoría de Jos disolventes hidrófobos debi­

litan In. energía de enlace y en -consecuencia la reacción enzhnática se ha.ce más lenta., por lo tanto se 

espera que la Helección apropiada del disolvente promueva interacciones desfavorables disolvente­

sustrnto, y prornucva la partición del substrato hacia el sitio activo de la enzirna. Adicionalmente, 

el disolvente puede afectar la estructura de la enzlnU1. (Vá.zquez..Duhalt et aL, 2002), por lo que se 

ha. tenido que recurrir a Jn. btísqucdn de herramientas que permitan mantener la estabilidad de Ja.o.¡ 

enzimas en condiciones no convencionales. En el cuadro 2.2 se resumen los efectos generales de 

los disolventes orgánicos en la biocatálisis. 
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Pricipales ventajas Principales desventajas 
Alta solubilidad del sustrato La actividad enzimática se reduce 
hidrofóbico 

Incremento de la regi~, enantio- y Los solventes pala.res pueden actuar 
cstcrcocspccificidad como desnaturalizantes 

Reducción de reacciones laterales Inactivn.ci6n en la interfase en sis-
encontradas en agua. temns de dos fases 

Elim.inaci6n de la conto.m.inaci6n 
microbiana 

Mejora.miento de la termoestabili­
dad 

Ajuste del equilibrio quí"lnic·o 
', >-

Cuadro 2.2: Efectos generales ~J~ Jos'· cli~IVe-ril.es orgánicos en la bioca.tálisis (Torres. 2000; Blanke et 
al,,1996, Gupta, 1992). , , 
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2.7. Inmovilización de enzimas en materiales mesoporosos 

La aplicaci6n de enzimas a escala industrial requiere que éstas se encuentren en un estado 

inrnovi1izndo que permita ::ou manejo, operación y reciclamiento. Con el propósito de mejorar Jos 

propiedades de estabilidad de las enzimas a temperaturas y va.lores de pH extremos, solventes 

orgánicos, detergentes, etc., se han desarrollado diversos IDétodos físicos y/o químicos para con­

ferirles más resistencia a Ja desnaturalización. Entre los métodos más usados se encuentran Ja in-

movilización por adsorción a soportes, enca.psulaci6n con glicol!pidos, incorporación en polímeros, 

u1odificación con polietilenglicol entre otros (Coombs ~J., 1992). 

En los últlmos n.Iios, ·gran parte del estudio de la inmovilización de é:nZim&s 'se ha enfocado 

a la utilización de materia.les .. mesop~r~~~~~~t(~~~t~o·-·d~)>orOS de)io_ ;-.s~·~i)-~~eb·i~~:-a que sus 

propiedades, tales como el diámetro' d.~· ~or~·:cT~i~hi et.al.'~ 2000,:Yi~- ~t>;J~·~ '2001)-~-'lá. capacidad 

de adsorción (Deere et. aL, 2oÜ2)t ~i ~~d~~~-~~~'~ -~i~~t~~ (BÍ~ ;;-·H;d~,:··100.i) e inocuidad 
• - •• - '"•., - • • -~ • • • '" - ~ 1 

(The Merck Index, 2000) han .. denl"óSt~&do~~r' .. l~·;~~U:Rci&s para eSta ta.rea . 
. . . - .,. . .. ' . .. ,_ - ~ .- . . - . 

.. , ,' :¿: 

Uno de los primeros materiales.inorgánicOs·_-C¡UC'se usaron como soportes fueron las :¿eolitas, 

conformadas por arreg]os_re~-1~~,·d~:.'p:b~¡;s':~ ~ales con microporos uniformes de diámetros 

menores a los .20 A. EstoS sOp.;,rtes·_~ h~ ~o principalmente para reconocer, discrinúnar y or­

g&úzar moléculas con· alta p~isi6n, Con variaciones del orden de angstroms (Davis et. al., 1992). 

Sin cmba.rgo1 tul.te Ja. necesidad de contar con un material que pudiera. reconocer moléculas de 

1nayor tamw"iot se recurrió a Ja investigación de materiales mesoporosos, que pudieran cubrir estos 

necesidades. 

En 1990 Yaoagisa.wn. y colaboradores, reportaron Ja síntesis de materiales mcsoporosos me­

diante Ja intercalación de cationes alquiltrimetilamonio, con cadcnl\8 de 12, 14, 16 o 18 carbonos, 

al silicato laminar kanemita. El estudio a través de DR-X (difracción de rayos X) de estos materiales 
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present6 un sólo un pico a ángulos bajos ( 2°, 2 O ), y los picos presentes en el intervalo de 20 

= 15 - 30°, indica.ron poco ordenamiento con respecto a. los poros. Este material se reportó como 

una estructura tridimensional en escala. nanornétrica., pero en 1996 ~ clasificado como rnesoporoso 

por Fukushima e Inagaki, dándole el nombre 4e FSl\f 'cmS:t~ri~es mesoPor~·.· d~ hoja plegada). 

Por otro lado, en 1992 el grupo de investjg~O.rés de.la Corporaci6n l\!Obit desr;r~llÓ ~iu1:nue­
va clase de materiales mesoporosos, llam~, M4IS .. -E:iite.tjp¿ de inateriales posee -Ún~·~t.rúctura 
porosa ordenada a largo alcance, áreas específicas de 700-1.000 m 2 g-1 y volúmen de p~ro ~e ~proxi­

madamente 1 mi g-1 c&clc et al., 1992). 

Para. In Cor1naci6n de loa inatcriales 1nesoporosos es necesaria la.· presencia ':1·~ Un· tensonctivo 

en soluci6n, que es el agente formador de estructuras micelares. Los -tCnsoa.Ctivos contielien un 

grupo hidrofilico en la. cabeza y una cadena. hidrofóhica., regularmente· co~ .más de diez átomos de 

carbono, este carácter anfifíUco les permite nutoenS&Jnblarse cuando se encuentran en solución. La 

interacción entre las moléculas del teosoactivo y un producto químico inorgánico como fuente de 

sflicc (TEOS, TMEOS) puede dar lugar a la forn:iac.i~n -dcl_!icJ_l:ido_mcsoporoso. Los componentes 

inorgánicos (que están cargados negativnmént~. a vi_iJ~i-es. d~.:~.~· ·~~) interactúa.n preferentemente 

con los grupos amonio de la. cabeza de los te~act~VOS ~gád.Ds., ¡:Íositivmnente y condensan en un 

sólido formando una estructura continua (fig. 2'.6{ ,· 

El material MCM-41 (Mobli Co~posi~io~~f~aU~r) ~parte de la familia de M41S, el cual 

presenta un arreglo hexagonal d~ poros con diáme~ro de ·entre 3 y 10 nm. Este ~aterial ya. se ha 

u..."Uldo para la inmovilización de algunas enzi.Dlas, tales como la tripsina (Yiu H. et al., 2001) 9 el 

citocromo e (Deere et al. 9 2002), la HRP (peroxidasa' de rábano blanco) (Ta.knhashi et al., 2001) y 

en MCM-48 Ja CPO (Han et al., 2002). Sin embargo, un gran nthnero de enzirnns de interés no 

podríru1 ser iun1oviliuuias en el intervalo de poros del MCl\1-41 debido a que su diá.J:netro excede 

lns rncdidas a.lcanzndns de este material 9 por Jo que ha sido necesario buscar más opciones. 
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"""•mhle -:S·--··· Laminar 

Figura 2.6: Fases micclares. 

En 1998(a) Zhao y colabora.dores reportaron una nueva fa.Jllilia de estructuras moleculares 

mesoporosa.s, la familia SBA (Santa Barbara Amophus), con t8.lllaño de poro considerablemente 

má.s grande que el del MCl\1-~U trndicional y altamente ordenadas (20-300 Á). Estos autores repor­

taron arreglos periódicos de poros ordenados mesoscópicrunente con simetrías cúbicas, hcxagonalCH 

y In.minares, las cuales se obtienen dependiendo del surfactante empleado, por ejemplo, la estruc­

tura mcsoporosa cúbica SBA-11 ha sido sintetizada. en la presencia. del surfa.ctante C 16E010 (Brij 

56), mientras que la estructura mesoporosa. hexagonal SBA-12 resulta. cuando se usa C 18E010 

(Drij 76). Los surfnctnntes con pequeños SCbTtncntos de EO (óxido Je etileno) tienden n forn1ar 

ntt.~cstructurns laminares de silica a temperatura. ambiente. Las estructurW:I mcsoporosas hexag<>­

mJcs de silica. con una. distancia interplannr de 64-77 Á pueden ser sintetizados a lOOºC usando 

~urfnctn.ntes oligoméricos no iónicos. Las estructuras mcsoporOSl~ hexo.gona.lcs a.lta..1nentc orde­

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(óxido de etileno)-poH(óxido de propileno)-poll(óxido de etileno) 

(PEO-PPO-PEO) y una nueva cstrnctura cúbica de mcsoporosos de silicu, el SBA-16, ha sido 

sintetizada usando el tribloque copolimérico E0108P070EOuJO {F127), en donde las longitudes de 

EO son relatiVB.tnente grandes. La relación EO /PO de Jos copolímeros puede ser usada para con­

trolar Ja. formación de la mcsofasc de silica: distninuycndo esta relación del tribloquc copolimérico 

se promueve la formación de 1nesoestructra.s laminares de silica, mientras que a relaciones mayores 

se favorece la. mesoestructura cúbica de silica.. El incremento del ta.Dlaiio de poro a. uiás de 300 A 

hace que estos materiales sean buenos candidatos para la inn1ovilización de enzimas (Zbao et al., 

1998b}, algunos ejemplos de enzimas que ya. han sido imnovlizadas en SBA son la CPO, {Han et 

al., 2002), tripsina (Yiu et al., 2001}, HPR (Ta.ka.h.ashi et al., 2000), entre otros. 

Otro material que promete ser buen candidato para actuar comó, soporte de catalizadores es el 

MCF (esponja mesocelular) (Scb.midt-Winkel et al., 1999). Esta est~~tUra se considera un material 

tipo SBA-151 y está. conformado por células esféricas grandes de t3maño uniforme, interconectadas . - . ; . . 
por ventanas uniformes para.fo~ar· una sistema de paros ~~i~lD:e~i?!l&l. El diámetro de las ven-

tanas regularmente es de 1.3 a 3 · nm ~l?~én se ha ut~l~~o ·p~~ irlmovilizar algunas enzimas, 

entre ellas Ja CPO (H.i.n 'et al'., 2Óo2): . 3:,; , · _, . 

. . ·~ 

En los útiÍmos a.Íi~ se ha realizado l~· inmovili~~¿~:;~~~-~nzimas en materiales mesoporosos 

de silica, buSCruídO estabiecer -Jos Pará.rnetros-.''ci~e· d~b:en.-COn~idera.rse para hacerlo. El diámetro 

de poro es ~o 'de los paráme.tros q~~ ~~. ~~-- l·;~~' Í·~···at~nclón. En un estudio realizado por 

'Thka.hnshi.;, colaboradores (2~0}, se ~: •. Ji~·ei'~~t._;~¡aJ ~SM-16 con diferentes tamaños de poros 

(27,51y89 A), en Jos que se inmovilizó la. peroxidasa de rábano blanco (HRP) (diámetro molecular 

de 48 Á). Se realizaron iHOtermas de adsorción de nitrógeno y curvas de di:::i:tribución de poro de 108 

1naterilües antes y después de in1novilizn.r la enzintn.. En lo...¡ n1a.tcrin.Jes de 51 y 89 Á se encontró una 

disntlnución en el volumen de poro una ve-..i: ill.Dlovlliznda Ja enzima, lo que indica que la enzinta 

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: Simulaciones 111olccularcs de la. pcroxidasa. de rábano blanco inmovilizada en FSI\l-16 con 
varios tamaños de poro (30, 50 y 00 Á). 

constante, lo que indicó que la enzima no estaba. adsorbida en Jos poros, sino únicamente en la 

superficie. Con estos resultados, se propusieron modelos para ilustrar la. adsorción de la. enzima en 

el material por medio de simulncionct1 moleculares (fig. 2.7). En estos estudios se concluyó que una 

inmovilizn.ción proporciona estabiJidnd térrnica y en ntedios orgánicos (tolueno) cuando el diámetro 

del mesoporo se aproxima al diámetro molecular de la'. enz.i~a. 

También se han ren.Uzndo estudios r~Íere~tes ··~ l~ .int_;l-~ci6n entre la. enzirna. y el soporte 

durante la inmovillizaci6n, · Oeere ·Y· col~~:~r~or~ :-c2&l2) : .. ~~udiaron la inm.ovilización de varias 

cnzilnas en materiales 1ncsoporosoS de siÚ.dC ·y··Co1~Chi·;~on··~i:ic es importante Ja compatibilidad de 

cnrga.s entre la. en~ima. y el ~P~~~--Par~~.;~·u::í~ '~'so-~ció~.,~ lleve a cabo, variando el pH y estu­

diando el fenómeno de desor~.ión con s~fa.to· de ru~onio •. polietilenglicol y CNS (grupos funcionales 

ciano). Co1no conclusión, afirrnaron·que es necesario conocer el punto isoeléctrico de la enzima y 

del soporte para establ~ e1 intervalo de pH donde la irunovili:zación pueda ser óptim.a.. 

En curu1to a la. estructura del 1naterial de soporte, '\Vashmo11-Kriel y colaboradores (2000) n.fir-

1naron que la uniformidad de los poros perntlte controlar la. adsorción en base al tamaño y que el 

'"rccinton de las proteínas en un espacio bien definido puede ayudar a !"'revenir su dcsnatura.Iización. 

Esto.~ autores concluyeron que las ca.rnctcrístisticus de Jos rnnteriales de soporte son críticas para 

la. adsorción y estabilización de las enzimas, y que Ja similitud entre el ta.maño 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 enzimas inmovilizadas en materiales mesoporosos con respecto a las enzimas libres o 

no inmoviUzadas. Un ejemplo es la inmovilización do la HRP en FSI\1-16, !\.ICM-41 y SBA-15, en 

donde se obtu"'."> una. mal'."Ór ~ta.bilidad térrnica y en disolventes orgánicos (Ta.ka.hashi et al., 2001). 

En resumen, las principa.lcis características que son d~ inter~ para. 18. inmovilización de enzimas 

en los materiales mesoi:>Ó~~ ~'muestran en.- ~l. c~adr<>: 2~3~ co~ estos anteCeclentes, se abre un 

campo de inveStiga.ción para determinar Ja estabilidad d:e las enzimas ·inmovilizadas en materia­

les mesoporosos, enfreutándolas a condiciones extremas y·situaciones en la que normalmente la 

enzima sufre una pérdida de ·actividad., D:C ahí que en este trabajo 'nos enfocamos a estudiar el 

comportamiento biocatalítico de la cloropercn-idasa inmovilizada e_n materiales mesoporosos, con 

el propósito de conocer la potencialidad de la enzitna como biocata.Jizador en la oxidación de com­

puestos organoazufrados en sistemas no acuosos. 
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Ventajas 
Estos materia.les son química. y 
mecánicamente estables, además de 
ser resistentes al ataque microbiano 

Las enzimas se inmovilizan después 
de la síntesis del soporte, lo cual 
evita su exposición a. condiciones o 
agentes severos 

El intervalo de diámetro de poro 
que puede obtenerse es similar al 
intervalo en donde se encuentran 
varias proteínas, incluyendo a las 
proteínas globulares 

Es posible modificar sus superfi­
cies químicamente con varios gru­
pos funcionales, entablando atrac­
ci6n electrostática o repulsi6n entre 
un material mesoporoso de silica y 
la molécula a. inmovilizar 

Son inocuos 

Volumen de poro grande 

Alto ordenamiento de Ja estructura. 
porosa 

Desven~ajas 

El área superficial disnlinuye rápi­
damente con el incremento de 
tamaño de poro 

La principal desventaja de usar es­
tos materiales es su costo (sólo de 
surfactantes catiónicos) 

Existe la. posibilidad de que el mnr­
terial pueda adsorber otros . com­
puestos que no se desean, como los 
sustratos de las enzimas 

Cuadro 2.3: Ventajas y dcsvcnta.jns del u.so de materiales mcsoporosos para Ja inniovilizaci6n de enzimas. 
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Capítulo 3 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Estudiar y comparar el cotnportamiento bioco.ta.Jítico de la CPO libre e it1n1ovilizada en 1na.­

teria1es mesoporosos para Ja oxidación del 4,6 DJ\.I DBT en un m.edio de reacción con disolventes 

org1inic08. 

Objetivos particulares 

• Obtener materiales mesoporosos altamente ordenados, con tamaño de poro menor, igun.l y 

1nayor al diámetro 1nolccular de la CPO 

• Inmovilizar n hL CPO en Dlatcrialcs mesopor0808 con diferentes diWnetros de poro 

• Dcterntinar In a.ctividnd. catalítica. hacia el 4,6 Dl\l DBT de la CPO in.movilizada y libre 

• Obtener y comparar e) perfil ca.taJitico de la CPO libre e inmovilizada en un intervalo de 

tempera.turas y concentraciones de disolvente en el mcd..io de reacción 

• Determinar el perfil de estabilidad de la CPO libre e inmovilizada a Ja temperatura 
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Capítulo 4 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Reactivos 

El llCI, etanol y citrato de sodio se obtuvieron de J.T. Ba.ker. El hidróxido de amonio y H 2 0 2 

fueron proveídos por Fermont. El 4,6 D?\:IDBT y KCI se adquirieron de Aldrich Chem.ical 

Compruty. El ACN grado HPLC se adquirió de Burdick & Jackson. El tetraetil orotosllicato 

(TEOS, Si(OC:zH5 ) 4 ) y el Pluronic Fl27 se obtuvieron de Sigma-Aldrich, mientras que el 

surfa.cta.nte L64 fue proporcionado por Polioles. 

Material Biológico 

Ln. cloropcroxidasa de Caldariomyces fumago fue proporcionada por el Dr. Michael A. Pickard 

de In Universidad de Alberta., Cunadá., con grado de pureza. Rz = 1,2. 
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Instrumentos analíticos 

EspectróTnctro: Thermo Spectronic Helios Q, lámparas de tungsteno (VIS) y deuterio (UV), 

monocroma.dar por 12000 líneas/m..m, rango de longitud de onda 190-1100 n.m, ancho de 

banda. de 2 nm. 

CromatógroJo para Líquidos de Alta Resolución (HPLC}: Hewlett Packard 1100, columna de 

fase reversa SUPELCOSILÓ , LC-18-0B, 15 cm x 4.6 mm, tamaño de partícula de 3 µm. 

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

Métodos 

A.Síntesis de materiales mesoporosos 

Se disolvieron 4 g de surfactante en 30 ml de agua destilada y se disolvió completamente, se 

agregaron 120 rnl de HCI 2M y se agitó hasta obtener una solución homogénea.. Posterior­

mente se agregó bajo agitación y gota. n. gota 8.5 g de tetraetil-ortosilicato (TEOS) durante 

5 min. La soluci6n se añejó a distintos tiempos a 35ºC. El material obtenido se filtró y se 

lavó dos veces de forma alternada con 15 rn1 de etanol y 15 rnJ de agua destilada... 

TI-atamiento alcotérmico. Posteriormente se realizó un trata.miento alcotérrnico en donde se 

disolvió 1 g del surfactante correspon~iente en 100 ntl de agua destilada, se agregaron 40 ntl 

de etanol y 0.1 ntl do hidróxido de á.mO~io 5 N y se agitó por 5 minutos. Se agregó l g de] 

material sólido obtenido en el pasc)-anterior y se agitó a tempera.tura. ambiente por 1.5 horas 

a lOOºC por diferentes tietn¡)os. El m8.terial obtenido se filtró y se lavó dos veces con agua 

destilada. 
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C~cinado. El material obtenido con la metodología anterior se calcinó bajo flujo de aire con 

una velocidad de ca.lenta.núento de 2ºC/ID.in, se mantuvo a-350ºC pÓr 30 'n::tlnutos y poste­

riÓrn~ente, se lt~vó a ~50ºC a la misma. veloCidad .>-: ~ ·~antu~ a. ~i~.~e~~~~~~ura por 4 horas. 

Análisis 7Tlicroscópico. Los materia.les obtenidos Se anaÚ~~~,."~~:i~''inid~~pía. electrónica de 

transrnisión (MET) en un equipo JEOL lOOcx, DÍicr~'PÍ~,:~t~Ót'.ii~a -d~· b~do (~JEBJ en 

los laboratorios ccntra1cs del 11\fP con un equipo ~a.r.~·r.hi·~i¡~~~·~~· ~iJ:i~~por el método BET 

(adsorción de nitrógeno), análisis realiz4dos en ~J ~~-~1-~~~~~~~~.~·roPi~ades Textura.les del 

Departamento de Ingeniería Molecular del IMJ>:: ~~· .-~, ~-qttii)~ MidROMIMETICS. 

B.Inmovilización de la CPO 

Se suspendió 1 g de soporte en 10 mi de amortiguador de citratos pH 4, se atemperó a 25ºC 

y se le agregaron 0.2635 µmoles de CPO. La suspensión se agitó a 100 rpm. dura.ntc 3 horas. 

El mnteria.l se filtró y lavó con 150 ml de amortiguador de citratos pH 4, cuantificando la 

enzima no inmovilizada a ~103 nm. La cantidad de enzima inmovilizad.o. se determinó por la 

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

C.Cuantificación de CPO soluble 

Ln. cloroperoxidasa se cuantificó mediante cspectrofotometría, en donde el coeficiente de 

extinción molar a 403 nm es 75.3 mM-1cm- 1 (Aya.la, 2002). 
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O.Actividad catalítica de Ja CPO 

Priniero se determinó el pH óptimo de Ja reacción para Ja oxidación del 4,6 DM DBT 20 µM, 
. . . ' .·:. •_: ,.,.'.' _-'·.' 

en amOrtiguador.60 mM, 25°0, 20 mM de KCI, H202 1·mM-y 20%'ACN.'Para valores de 

pH de 3, :a:s, ·4,·· 4.~ ; 5 se empleó amortiguado~ d~ -clt~~t~:·~'~j~~t';~·-:-~~~e';·:-~~~ Jos valores 

de PH' ·d~· _5~5,:· -~/;~.·s 'y ·7. se ~mpleó amórt1gU~or de. ~~f~t~:·~··~~~~~~ii~ ;~:detuvieron a 

:::z.7!!*i~1~~=c~=n~.1: el:zjz~:=~~~~r~~&~fi?l~t==I~~:::::: 
se le ádicio~ó.I~:F~.~~-~~<··. :•. ··•·.••: r: ;.:;:'.;iJá~;j~·S,;~·;.~~!~(f ·~l;~};?;· ··.·. -~. 
La actividad cat&lítica'·de'. Já" CPO_'·se 'deterriiiñó :en amOi:tigiiador-_de citratos pH 4, conte-

niendo~ K~l-~~-~~1:~;~-R~~~~:~§:~~~~!g~';:~~~~:~:*~~:*~~e~tes ~ncentraciones y 
tem_~~~tu~~~ -~·~~~~-~;~·~e~~~.~~n··~ ~~-~·~· .. ~~~~~:-~~tivando a la enzima con 

:::~::ci:i~ta2~~~1~f;til?~~utitf z:~~~ti6~i:~::7::::fi:::: :: 
la veJOCidád.de'~f.e8.cCi6l1 Be·détenDii~ó Por la disminuci61i"de la concentración de 4 16 Dl\fDBT 

poi- HP7C~:.Et:.á~rii~f~~~~·~ó:'a 240 -nm,-eluyendo con una fase 80/20 de ACN/agua, 

con un)i~j~'.-'d~~~·;~ ,~·¡¡~¡~.;· , 

Para d~·~~i¿~~-~-~~fil enziniático con respecto al disolvente, se determinaron actividades 

catnl~ti~~--·~~-:?~:<~~º:~-:~~/~ Y 603 de ACN en el medio de reacción. Para determinar el 

perfil e~Zhná~iC¿~~ri ·~eS~~to a la temperatura se aplicaron te1nperaturas de reacción de 25, 

30, 35, 40, 45,·.~o. 55 y 60°C, utilizando la metodología explicada anteriormente. 

Pnrn. Ju. determinación de actividad catalítica de la cuzimn. libre, se usa.ron 3.04 x 10-5 µmoles 

de CPO, con un volutnen de reacción de 1 ml y para la CPO inmovilizada, se usaron 5 Jng 

de material con enzima inmovilizada, con un volumen final de reacción de 10 mi. 
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E.Estabilidad de la CPO libre e inmovilizada a 45ºC 

Se incubó la enzima libre o inmovilizada a 45°0 en amortiguador de citratos 60 mM, pH 

4, tomando muestras a diferentes tiempos y realizando reacciones de oxidación del 4,6 DM 

DBT a 25°0, por 2 minutos. Las reacciones se detuvieron por inactivaci6n de Ja CPO con 

adición de 1 volumen de ACN por 1 volumen de reacción (concentración final de ACN de 

60%). A la par de cada reacción se elaboró un control, al cual no se le adicionó la enzima. 

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

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1. Síntesis de materiales mesoporosos 

Los materiales se sintetizaron a partir de dos surfacta.ntcs, L64 (E013P070E013) y Fl27 

(E0 100P070 E0 100) 1 siguiendo In 1nis1na metodología para ambos en donde el tiempo de 

afiejlunicuto se e1nplcó parn variar In distribución del diámetro de los poros. En los siguientes 

párrafos se usará Ja nomenclatura que se describe cu la figura 5.1. , 

Sur,anto - X' 

s..taco:.iro enpeado Tlerrp> da 
para la sl.-.osis: año¡arrionto a 

l.64 o F127 80"C (dlas) 

Figura 5.1: Nomenclatura de los materiales sintetizudos con L64 y F127. 
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Materiales sintetizados con el surf"actante L64 

El efecto del tiempo de añejamiento a BOºC sobre el diárnetro de poro y la distribución de 

diámetro-de poro se ilustTS:cn-la figura. 5.3, -donde puCdc apr<..'Ci~rsa como el diámetro de poro 

aUillenta con el tiempo: 

El material Lfi4-1 pres~nt~ lnicroporos de. 17.8 a iS.a A y ~esc,poros de 36-.9 A., y una isoter­

ma. con ca.racterísticns cercD.uas a. i~_ ~,~terina ~¡po 1 (~er la. fi~ru. A.2 del apéndice), la. cual 

es representativa de los ma~ria.les mic~oporosos (GrCgg y' Sing, 1997). Aunque Jos mate­

riales L64-2 con poros de 2:i..1 A ~- L64-!{con ~or~ de 26.4 ~Á, pueden. clasificarse como 

1ncsoporosos, sus isoter1nas, tal con;,o se_ iluStran en· 18. fi.gura 5.1, se aproxima.o a las carac­

terísticas de la. isoterma. ti~o··i:·d~hid~-~-·que sh·s·-~üá.m~t~os de poro se encuentran próximos a 

los 20 A, límite en el cu8.t se·d¡:fere~~¡~i1oS m~po~~:·de tOs JÍticroporos. El material L64-0, 

sin añejamiento a ÉJO""~.-.~~n-~.· ~·}~~Op~~.·:d~:_~-7 Á y muestra, por tanto, una isotermo. 

tipo l. 

De a.cuerdo a ~h~··;,:col~~~~~~-.(19~&},_:gCneralrncnte se obtienen isotermas tipo IV 

para los matcrialeS S~A~15~: en --~~~~i-~--i~~]~yen los materiales sintetizados con L64; sin 

cmbarg~. · Bcnnndja Y ~l~bor~c;r-eB ~ (.20oi) -encontraron que los materiales sintetizados con 
" " . ~ 

el surfnctantc L64 Íienen un· Ordéñ~iCníO estructural mucho menor al de algunos materia.les 
. . . 

sintetizados con suño.ctaniés ~e· mayor peso molecular, lo que puede estar contribuyendo a 

In. fortnncióu de isotcrums tip'o J. 

Comparando las muestras L&i-1, L64-2 y L64-3 con la n1uestra. L64-0, se observa que el 

tiempo de añejamiento n BD°C produce poros que vun de 17 a 50 A, tal como se aprecia 

en Ja figura 5.3. La dU.tribución de diáJ:netro de poro promedio del material L64-l tiene un 

cotnportarniento bimoclul, en donde el primer pico está formado a su vez por cuatro picos 
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Figura 5.2: Isotermas de n.dsorci6n-dcsorción de los materia.les sintetizados con I..64. 

pequeños, encontrados a.17.8, 19.7, 21.1y22.5 A; el segundo pico tiene un máximo a 36.9 A. 

Para el material L64-2 no es posible observar, con el método Cmpleado·,.·el ascenso del pico 

que muestra un n1áximo a 2:LI:Á, aunque)os· P~ntoS-Que··se:~-1~~~-·-Ve~ aducen que la W. 
• . . . ' > - .· '.. 1 • • 

tribuci6n de diámetro de poros es i~lativiLmCnté-:grMde.' Él D::iilteri&fL64-3 es el que presenta 

mayor uniformidad de di~c~~~-~~--~o~~':.~:_·q~.é~_l-~:-·~-~~-~~~-~~-~- ~~o.da) Y el intervalo de 

dii;;tribución es más est~o!·:~.~?_:~~--~~¡·~~·-~-~i~-~:-'.Á~·::~~q~C, los diámetros de los poros 

predominantes de cada.·,m~~~i-~.-,i;ió·-.d~~~-.~~Chó: ':"ÍOs ~e-·otros, se observa una tendeacia 

a...~endente al incremen~a.rBe ~·--~-ieiiiP<?,··~e'.'.-~~j&.mi.;nt.~.,;,_,.SO:º~ (cuadro 5.1), comportamiento 

que ya ha sido reportado pc;r ih~-' y-·~Olatio~i..doreá -(i998a). donde concluyen que al au-
' . ··'. ·. .. ; 

mentar el tiempo de añeja.miento a 80°0 de materiales ·sintetizados con el surfactante P 123 ·-· '· . . ... 
(E020P070E020). el dÍárn·~trO de JÓs. poros a~mcnta.. 
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Figura 5.3: Distribución de diám.etro de poro de Jos materiales sintetizados con L64. 

El tiempo de añeja.ni.iento a 80ª0 también afectó el área específica. de los materiales L64-1, 

L64-2 y L64-3, coii valores de 919.9, 810.4 y 757.9 m 2 /g respectiva.mente. El área específica 

menor_ la presen~ó el material que no se añejó a BOªC, L64-0, con un valor de 398.1 m 2 /g¡ esta 

gran diferencia r~ica en la m8.yor formación de poros cuando se somete al niiejruniento a 

BOºC.·Sin embargo, al comparar las muestras L64-l, L64-2 y L64-3, se observa una disminu­

ción del área específica. al aumentar el diámetro de poro. Un -resumen de las propiedades 

textura.les se presentan en el cuadro 5.1. 
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Clave Añejamiento Di1í.m.etro poros pre- Area. específica BET 
800C {días) dominantes (Á) (m'/g) 

L64-0 o 17.1 398.1 

L64-l 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: Caractcrlsticns texturnles de loe materia.les sintetizados con L&l. 

Materiales sintetizados con el surfactante F127 

En las síntesis ren1izadas con el surfnctante F127 también se estudió el efecto del tiempo de 

añejamiento a SOºC en donde nuevarnente el diáJ.netro de los poros aumenta con el tiempo. 

Ln distribución de poros de Jos materiales F127-0 y Fl27-l es unimodal y llegD.n a sobrepcr 

nerse gráficamente, por lo que puede inferirse que el añeja.miento a 80ºC no tiene .un efecto 

significativo sobre el material cuando el tratamiento es de un día (figura 5.4). Sin embargo, 

la. mayor amplitud del pico del material F127-1 da la impresión de que en este tiempo se 

comienzan a. formar poros más grandes, aunque no de forma predominante. A diferencia de 

éstos~ los n:iaterila.J.es F127-2 y F127-3 muestran una.· difitribución de poros bitnodal, en donde 

los diálnetros de pOro predominantes se encuentran en 32.6 y 51.6 A para Fl27-2 y 34.6 y 

70 .A.. para. Ft27-3; los prirner08 picos de ambos materiales tienen una intensidad muy próxi­

ma a la de los materiales F127-0 y Fl27-l,. por lo que Ja. presencia de un segundo pico de 

intensidad sintllar indica. que al segundo Y. tercer día de añejrunien.to, se forman poros eo uo 

área adicional del material. De dos a tres días.de añejamiento, materiales Ft27-2 y F127-3 

respectivamente, se puede ohservnr uÍl desplfl:zarniento de) segundo pico hacia. un dhi.rnetro 

de poros mayor, de 51.2 a 70 A~ lo qtie indica que el tiempo de añeja.miento pu.~e estar 
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Figura. 5.4: Distribución de taznaño de poro de los lllateriales sintetizados con F127. 

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

descrito por Zhao y colaboradores (1998a). 

En lo que respecta'ái:¿~~:·.,;.'p~Ífi.;,... ésta. disminuy= para. el material Fl27-l con respecto 

F127-0,· coó Wllor~~~.~·.:6~.~:7~.:~~;;_?81_~_~'-.. ~_~!g __ ~Pectivamente, lo que en parte puede deberse 

:':::2~2it1~ff~SE::=::::::.:=.: 
distribución bi~od~. 'Lis r~.&ít·n:ct0s ~ .res'UDlen en el cuadro 5.2. 

A diferencia de los·-:~~~~~~~ ,~~~~étizados con L64, las isotermas de los materiales sintetiza­

dos con F127 present~ histéresis. Las histéresis de las n1uestras F127-0 y Fl27-l presentan 

perfiles e hiStéresis- sin1Ua.res," las corrcspondic11tcs a los materiales Fl27-2 y F127-3 presentan 
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Clave Añejamiento Diámetros de poros Area específica BET 
a 80"C (días) predominantes (Á) (m•/g) 

F127-0 o 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~.º _s.2: _C~nctcrísticas tcxturntcs de Jos materiales sintetizados con F127. 

una 'ciobl~ 'bi.S~~·~-i~~·Ía Cua.Í .irldicii.-J~ f:ixistericia -de dos diámetros de poros predominantes en 

cndil m~¡~·~¡~·~/~~--~~t~~~>'ilüst~~a.s _en 1~ figura 5.5 1 no son Jo suficientemente clarn.s 

como .I:>~.ª ·~éJ~Í~~.l~: ~~. ~';1~d~,: ~ ·, D.~~·-·::,~i~~ (;-~~~~~ debido a la existencia simultánea 

de histér-esi~ .. ~-~-~~i. ~~~~t;··~~:-~(~~:~~;-~#~~*~~:;'..?. ~d~1 ~.apéndice) existe una aproximación a la 

isoterma tipo I.Y· ~ue es 'c&rac~~~!s_t,~~ .~~ los~ iit~P~rosos . 
. - ~· . . ; .,.-:-: -.::.:- :~-., ·. :. -· :' - - . "., . ·-. .:-

Las caracte"r~ti~ de-.:ias -~~~---'.d·~··'.J~-.~~~¡_J¡al~ ~127-0- y. Fl27-l . son similares a. las 

reportadas por Yam~a.; col~bora.doreS- (2002),'=·eri: d0Dde Si~~~tizan un material a partir 
. .·.· . ':,": ' . 

del surfactante Fl27 (SBA-16). ·Esta. isoterm"B, Úpi~ def l~oterial SB~-16, Ja comparan con 

la isoterma del material SBA-15; la cual tiene ~na_h.istár~is Juás ancha en el eje y de la 

gráfica., y a la cual tienen más parecido las isotcrmRS de los materia.les F127-2 Y ~127-3. Este 

holgamiento de las histéresis en el eje y de la gráfica. indica rnayor presencia. de poros y una 

distribución de diám.ctros de poro más estrecha, por lo que el añejamiento de dos y tres días 

en los rnaterialcs puede estar induciendo la formación de poros de twnaño más homogéneo, 

aunque de formo. bimoda.L 

A razón de que el tiempo de añejamiento a. SOºC presenta un muyor efecto en los materiales 

sintetizo.dos con el suñactante F127 que los materiales sintetizados con el surfactante L64 y a 
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Figura 5.5: Isotermas de adsorción-dcsorción de los materiales sintetizados con Fl.27. 

que presentan mayor uniformidad de poro, se decidió concentrar el traba.jo en Ja modificación 

de los silicatos sintetizados con Fl27, los llamados SBA-16. 

5.2. Síntesis de SBA-16 

Con el fin de obtener poros más grandes y más uniformes, se adicionó un tratamiento nl­

cotérm..ico antes del calcinado de Jos materiales (Sun _et al., 2001), tratantlento mediante el 

cual las estructuras preformadas se colapsan. y, reordenan, dando lugar a rnateriales más 

homogéneos y con diámetros de poro más grai:ide Como material base para aplicar este 

trntnn1icnto, se usó el rnntcrial Fl27-t debid~--~ q~~ pretienta mayor p08ibilidnd de aumentar 

el diñrnetro de poro de acuerdo ~ perfil. n1~t~ad~ en la figura 5.4. De aquí en adelru1te, la. 

uon1euclatura que se usará se describe en. Ja figura 5.6. 
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;;A16 -+ (Y~ 
Famllla DIAme1ro de Tiempo d• tratamiento 

poro (A) alcotérmlco (hrs) 

Figura 5.6: Nomenclatura de los materiales SBA16. 

El procedimiento se inició sometiendo a. un trata.miento alcotérmico al material Fl27-1 1 que 

en lo sucesivo ::;e nombrará SBA16-34.4 (0) 1 a. tiempos de 24, 36 y 48 hOras, en donde se ob­

serva. qu~ Ja n1agnitud del diámetro de Jos poros aumenta significativrunente con respecto a 

le. muestra sin. tratanüento, le.s muestras son SBA16-149 (24), SBA16-.193 _{36) y SBA16-149 

(48). Por. otro. Ja.do, el área. especifica. de Jos materiales con t~á.tamiCnto ·wcotérmico dismi­

nuyó notablemente debido al aumento en el ciiámetro de Jos .por~· cci'-~··ri.;.~~ ·~pecíficns de 

426.6, 290.8 y 353.2 m 2 /g pare. los materia.les SBA16-149 (24); Sr:ÍA:i~ig~'(;sj y S~A16-149 
(48), rCspcctivamcntc, con respecto al material SBA16-34.(oj -i;~·~\¡;~>~~~ ~~ 629.7 

m'/g. >. :'•/ '· ":' ,.. .•· 

La.s isotermas de adsorción de los materia.les SBAIG-1:19 (24),' SBA1.6-l93 (:Í6) y' SBA16-149 

(48), presentan mnYor pendiente con re::ipecto a la muestra.SBA't6-34 'co) jr·s~ p~les se 

aproximan notablemente a la. isotern1a. tipo IV, la cual es característica de los 1nateriales 

mesoporosos (véase le. figura A.2 del apéndice). El perfil de .la isoterma de SBA16-34 (O) es 

caractcrítistica del material SBA-16, reportada. por Yamada y colaboradores (2002), en donde 

el ancho de la histéresis en el eje y de Ja gráfica es angosto; por otro lado, las isotermas de los 

materia.les SBA16-149 (24), SBA16-193 (36) y SBAlG-149 (48) presente.a histéresis más an­

chas en el eje y de la. gra.fica, aproxintá.ndose más a las características de la. isoterma tipo del 

ma.tcr~n.l SBA-15, reportada por estos mismos autores. En este caso, el tratamiento alcotérmi­

co aplicado a est08 materiales da lugar a una. mayor formación de poros que se relaciona a 

In. intensidad del volumen de poro (fig. 5.7) y al volumen adsorbido de sus correspondientes 
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Figura. 5.7: Distribución de tamaño de poro de SBA16-34 (O), SBA16-149 (24), SBA16-193 (36), SBA16-
149 (48). 

isotermas (fig. 5.8). 

Aunque se obtuvieron materiales con diámetros de poro más grande· al aplicar el tratamien­

to alcotérmico, existía la necesidad de obtener 1nateriales' ~on diárne~ro ·de poro de tamaño 

similar al de la enzima (80 A) para poder U.evar.~ ~~}A·ir_i~OviÜ~~·Ón,.¡}or lo que los 

inten:n.los del tiempo de añejamiento nl~o~é~~.i~~: ~.:·fú~.~:n:· .~~~i~n~~~:·A_~que Ja relación 

entre el tiempo de afiejRDliento y el diám~tr::':>".~~:-~;~;~~-~~'."4'\'.:Í~~~._r~.-pll~e observar que a 

tnn.yores tiernpos de ruiejamiento, mayor diá.nletro de pO~~, por· to' que se realizaron diferentes 

experimentos con tratamientos alcotérmicos ~~ ~/~ •. ~.·.7; s",'~ y 12 horas . 

. . ·, .- -

Ln.s isotermas de adsorción de los materiales SDAl6-32 (2), SDA16-41 (4), SDA16-32 (6) son 

1nuy parecidas a Ja. del material SBA16-34 (O),- y se c]a.sifican como de como tipo IV (véase la 
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Figura 5.8: Isotermas de adsorción-dcsorción dcSBAI6-34 (O). SBA16-149 (24), SBA16-193 (36) y SBA16-
149 (48). 

figura. A.2 del apéndice), ilustradas en figura 5.9. La gran aproximación entre esta...;¡ i..qotermas 

expresa que el efecto del tratamiento alcotérmico a los tiempos ~a..l&d.os, ·no es significativo. 

El tratamiento alcotérmico no tuvo un· eÍ~;,. con~ide~~-ble .·~bre ia. ~a.gnitud del diámetro 
, ' ' . . . - ·•",-, ·. · .. -. - . ,,, . - ~' '. . - . 

de Jos poros para _los materi..:i.,;.'SBA16-32·, 
0

(2);.SBA16:4i .. (4), 
0

SBA16-32 (6), con respecto 

al material SBA.16-34 (O). La,.dis~rib~~iÓri.·d~·~~~~~~·:d~.:~r~ es inuy similar entre estos 

materiales, ta.1-COmo·sc o~ ·cn-:1~ flgll:~~.i'.i-~~'?- ·,·>~;-~: 
'·:~'. - '_, ; ~~-; ' .. · _,_ . ' ~-·, 

... ..··;>,. 
Aunque el trn.tllmiento :8.JcoiéT'miCO iio' nlaríifestó ·un efecto considerable sobre el diá.1netro 

de los poros, ~r.~·-,~~Se'rya. ·~~"Ío,~~~m~::-~J~-~bre las áreas específicas de los materiales 

SBA16-32 (2), s8A{~¡-(~)-; 5~j¡:1~;2 c¿J: coz'. valores de 776.8, 926.9 y 649.5 m 2 /g, respec-
, • • "" :~, ,- - • - '> ._., • ··~·<· ~· ' ' 

tivn.mcntc, 10....~ 'c'Uat~·oo·n;~~YO~~ -~'ri:resP,eCto n.1 área específicn del 1nateria.J SBAt6-34 (O 
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Figura 5.9: Isotermn.s de ndsorci6n-desorci6n de SBAI6-34 (O), SBA16-32 (2), SBA16-41 (4) y SBA16-32 
(6). 

Los materiales SBA16-91 (7) a. SBAI6-ll7 (12) muestran isotermas tipo IV (figura. 5.11). 

Las isotermHS de los materiales SBAI6-91 (7) y SBAI6-89 (8) se s0breponen gráficamente; 

por t1u parte, a. una presión relativa mWI alta, ln.s isotermas de los materiales SBA16-116 (9) 

y SBAlfi..117 (12) se sobreponen gráfica.mente. Estas cuatro isotermas pueden clasificarse 

co1uo ~ipo IV que, cmuo ya. se rnencionó, son características de los 1nateriales mmoporosos 

(véase In. figura A.2 dcJ apéndice). A Jos tiempos scñaJados para los cuatro materiales mcn­

cionn.dos, e.""Ciste un efecto notable del trn.tamiento n.lcotérmico en donde la. formación de 

poros se presentan con inayor intensidad, lo cual se refleja en la w:nplitud de sus correspon­

dientes histércsis en el eje y .de Ja gráfica, comparadas con la correspondiente al material sin 

trn.ta.nticnto a.lcoté':"11ko, SBA16-34 (O). 
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Dlámelro de poro 

Figura 5.10: Distribución de diámetro de poro de SBA16-34 (O), SBA16-32 (2). SBA16-4l (4) y SBA16-32 
(6). 

La intensidad de los picos de las gráficas de distribución 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 

(O), lo que representa una mayor formación de poros en el intervaJo de la distribución de 

poros en J~ ·f¡g&~·s.12-.. En este ca.so,. las ár~ es~íficas con valores de 545.2, 549.6, 427.0 

y 502.4 m2f~; ~arª ;<>sinateri'.'1es SBAÍ6-9¡ (7), SBAI6-89 (8), SBAI6-116 (9) y SBA16-117 

{12), rcs~~~~i+nC~~~,~~Só·~-~,·~C~~¡.~-·-~--~ específica del material SBA16-34 (O), debido a 

que el tam-~~Td~~>f-"~~~~~;~~=:~i~:-.co~iderablemente. En el cuadro 5.3 se resumen los 

resultados_·c~t~t8.Ú~-·-cÍ~·'.t~cl~:l0s materiales con los diferentes tiempos de tratamiento 

aleo térmico. 
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Figura 5.11: Isotermas de adsorci6n-desorción de SBA16-34 (O), SBA16-91 (7), SBA16-89 (8), SBA16-116 
(!l) y SBAlG-117 (12). 

Clave Diámetros de poros pre- Area. específica BET 
dominantes (A) (m'/g) 

SBA16-34 (O) 34.3 629.7 
SBA16-32 (2) 32.7 77.S.8 
SBA16-41 (4) 41.2 926.9 
SBA16-32 (6) 32.7 649.5 
SBA16-91 (7) 91.0 545.2 
SBA16-89 (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 
SI3Al6-149 (48) 149.5 353.2 

Cunclro 5.3: Caructeristicas tc.xturalet1 de los mntcrinJCM SllA16 
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Dláme1ro de poro (A) 

Figuro. 5.12: Distribución de diámetro de poro de SBA16-34 (O), SBA16-91 (7),SBA16-89 (8), SBA16-ll6 
(9) y SBA16-ll 7 (12). 

Como puede o~~ en la tabla. anterior, Ja magnitud del diámetro de Jos poros está rela­

cionado con e{t·~a.t.iuiuento alcotérmico, en donde a mayor tiempo de tratamiento se obtiene 

un d.iámetr~ d~-·--~~~ mayo;, comportamie1:1Ío_ que .fue reportado _por Sun y colaboradores 

(2001), en dOndE!'S¡ii~etizM.on SBA~l5 ·a pa.i-tir del sllrfaCtánté_P123 y observaron un aumen­

to del diám~~r~;-dé~~~ poros-:Á.l aplicar un tratainie1~t.O al~o~co a lOOªC, pasando de 44 

a 73 A. Los ~~-~]t~~--~~i _obicnÍdos confirman Ja rcl~ión entre el tiempo de trata.miento 

n.lcotér1nico y el diáróet.ro de poros. Estos autores dan tres posibles explicaciones de In. e."'<pa.n­

sión de los poros: primera, el alcohol puede penetrar a la región hidrofóbica de las micelas 

incrementando así el volumen de esta. fracción; segundo, la. hidróJisis-condcnsación de las 

paredes de los poros en presencia de alcohol puede expandir el tmnaño de los poros y ter­

cero, una. capa de alcohol se puede estar formando entre la núcela y la. pared de silica. del poro. 

47 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Con la variedad de diámetros de poro obtenidos, se procedió a selecciona.e aquellos que se 

pnrccicran a las cnrn.ctcrísticas más importantes para la inmovi1izución cnzim1itica, esto es, 

el diátnetro y la uniformidad de poro. Conside1·ando que el diámetro mayor de la enzima. a 

inmovilizar es de 80 A, se seleccionaron materiales con diámetros de poro menor, mayor e 

igual a 80 A, es decir, de 41.2, 91.0 y 117.3 A correspondientes a los materiales SBA16-41 

(4), SBAI6-9I (7) y SBA16-117 {12), respectivamente. 

Para conocer tw pOco nuís sObre las car~terísticas de los n1at.eriales, se ~~.~~ ~~~:.~Íc'ros­
copía clectrón~cn de bnrri.dO: de algunos materiales a una resolución de 1000ox:nuátr8.d.,i:'"Cn la 

figura 5.13 en la que se pueden ob~rvar partículas esféricas y algunas Zonas rui~/IB.ñibién 
.. · .. ,_' ' 

se realizó la ni..IscrosOOpíá: eJectI-6nica de transmisión (MET) de estos materia.les, pero no fue 

poHiblc d~sccrnir-~i b~d~~·~iciii~o PoroSo; un ejemplo de éstas se nl.ucstra en Ja figura 5.14. Cho 

y colu.borndocs (2001.) han.rep~rtado que el material SBA-16 tiene un ordenamiento cúbico 

periódico. En este t·~8:6~jo ri_o._fu.e posible determinar el arreglo de Jos materiales sintetizados 

debido a. que no se tuvo acceso a un equipo de difracción de rayos X con resolución suficiente. 
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Figura 5.13: l\licro.o;copía electrónica de barrido del material SBA-16. 

Figura. 5.14: MicrOHCopía dectrónica de trll.D.8tnisión del material SBA-16. 
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5.3. Determinación del pH óptimo de reacción y de 

inmovilización 

Como parte inicial del trabajo se evaluó el perfil cato.lítico de la CPO para. la. a.xidación del 

4,6 Dl\.f Dl3T en un intervalo de pH de 3 a 7, con e] propósito de establecer el pH óptimo 

para las reacciones subsecuente:¡ así como para la. in1noviliza.ción de la CPO. 

Se ha reportado.en Ja litera.tura que hasta. el 70% del azufre en el petróleo se encuentra 

como dibenzotiofeno (DJ3T) )r_derivados al~uil sustituidos (Monticello y Finnerty, 1985), 

aquellos deriv~os· e'ri 'los cuales el átomo de azufre se encuentra impedido estérican1ente 

por sustituye~t~.'~n lns posidoncs 4 y 6 son los más difíciles de remover Pc:>r 1~ tratamien­

tos fisicoquírr.U~~ convencionalet1 (HDS) actualmente usados en las refinerías (Gregg et al., 

1997), razón por Ja cual se eligió al 4,6 01\I DBT como sustrato modelo de-las reacciones 

enzimáticas de este trabajo. En esta. determinación se empleó una. concentr8.ci6n de 20 % de 

ACN, a la cual la enzima Ubre presenta. la máxima actividad. catalítica (Zúñiga, 2002). Tod08 

las ren.cciones catalitic1~q se llevaron a cabo en presencia. de KCl 2~ ntl\I y H 2 02 1 mM, con 

dos 01inutos de reacción; el sustrato remanente y la. sulfona. forniad.a se. Dlonitorea.ron por 

HPLC (Zúñiga, 2002). 

Corno se puede observar en la. figura 5.15, el perfil cn:t8.Iítico presenta. una forma de campana, 

que es la más comúnmente observada entre las· ~Zi~_ libr~ eD. m~Úos acuosos. La máxima. 

actividad cntnJitica paru la oxidación del 4,G DM J:?BT se encuentra. a pfl 4 con un vn.lor de 

117 min-•¡ Ja. actividad específicn en el rango de PH dE:,5 a. 6 disn1inuyc a un porcentaje de 
. . ... .;, 

20 y 11 % respectivamente; mientras que a part~:dE<p~ ~ la enzima se inactiva. La ina.c-

tivación por pH ya ha sido rcpartada p8ra esta enzima U.partir de pl-I 6.5 (Bla.nkc et al., 1996). 
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Figura 5.15: Perfil cataUtico de la CP~ con r~o al pH. 

Dado el resultado a.riteriol" se- eli!tió el pH de 4 para la inm'avilizaci6n 'de la e~zima y reacciones 

subsecuentes, este ~or ha sido report&do como el pl-Í d~ máxima. ~~abilidad ,de J~ cPÓ para 

su almncenamiento (Ayala., 2002). 

5.4. Inmovilización de la CPO 

La inmovilización de la. CPO en los materiales SBA16-41(4), SBA16-91(7), SBA16-117(12) y 

MCJ\.141-40 se llevó a. cabo bajo Ja..~ rnisrnas condiciones. La cantidad de enzilna inn1oviliza­

da va.rió de acuerdo al soporte: el material SBA16-41{4) no retuvo una cantidad detecta.ble 

de enzima, el material SBAI6-91(7) inmovilizó 99.3 nmolcs de CPO por gramo de soporte, 

correspondiente al 66. 7 % de la enzima total agregada, el material SBAI&-117(12) inmovi­

lizó 100.0 rlDloles de CPO por gra.ino de soporte, correspondiente al 91.5 % núentra.s que 

245.5 nmoles de CPO fueron inmovilizados en el material MCM41-40, el cual corresponde 
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a.1 99.7% de retención (cuadro 5.4). Debido a que el diáo1etro de la en~n1a es de 80 A se 

cspcru. que áitn no sea cncap:;uludu. en poros de menor magnitud de a.cuerdo a lo..."i modc1os 

plant.eorlo..'i por Tu.kahashi y colabora.dores (2001) para explicar la intnoviliznción de la HllP 

en el n1aterial FSM-16, ilustrado en la figura 2.7. 

De los mnterinlcs de 80porte hay d08 con dióinetrOM de poro prácticamente igunlet, e1 SBA16-

41(4) y el 1\.IC~l41-401 con diálnetros de 41.2 y 40.0 A 1 respectivamente. No obstante a la 

sin1ilitud del tan1aiio de poro, la fijación de la enzima no es la n1isma para los dos materia.­

les: el l\ICM41-40 retuvo 99.7% y el SBA16-40(4} no retuvo alguna cantidad detectable. La 

diíerencin. mós sibrnificativn. entre Í:!stos dos materiales cstú. da.da por ln. presencia de n.lutninio 

en el runterinl l\1CM41-40 (fig 5.16), por lo que puede inferirse que los sitios ácidos de Lewis 

íonnados por ]a presencia del meta] (Huhccy, 1997), favorecen la interacción c1cctrostática 

entre el material y la enzima, pol" lo que ésta puede ser retenida.; cabe aclarar que dado el 

tarna.ño de poro, Ja. enzima está unida. superficialmente al material. AJ pH de inmovilización y 

de acuerdo con el pKa. de los arniuoácidos que se encuentran en la superficie de la estructura 

de la enzima, aquellos._que -podría.o estar interactuando con los sitios ácidos son: el ácido 

n .. 'tpártico en las p08icione8: 11, 24, 44, 86, 89, 123, 126, 131, 140, 149, 152, 168, 193. 198, 

200, 208, 291, 298,·~~Í como·e~·á.Cido glutá.rnico en las posiciones 1 1 51, 69 1 801 1331 166, 175, 

201, 233, 235, 266, l~s cu~~-tienen un pK0 del grupo radical de 3.86 y 4.25, respectivamente. 
---;':.Y , , .. ' 

B 

Figura 5.16: Estructura de (A) los silicatos y (B) los alumin0tiilicnta1 (Huheey, 1997). 
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Clave Dhi.rnetros de A rea es- % Enzima in- nmo!CPO/ g 
poros pr~ pecífica. BET movilizada soporte 
dominantes 
(JI) 

(m'/g) 

SBA16-40(4) 41.2 926.9 o.o o.o 
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 carnctcrísticns de los biocatalizadorcs soportados. 

Debido a. que el MCM41-40 y SBA16-41(4) tienen .un diá.JDetro de poro s~ilar y a que 

solo el l\fCl\f41-40 fue capuz de retener a la enzima., so puede descartar una interacción clcc­

trostñtica hnportante entre los material~ _SB~l6 Y la enzim~ ba.jo_ lns_c¡,~:;¡¡C:jº¡~~--~~~lend.o.s. 
•,., :.:: :. :?:· ,. -. . . '"'.' :.:·~-(·é·' - '' ~» ... 

Los materia.les SFlA1~91(7J y ~BAijfÍ:i~(l2)~.;~ dl,¡¡;;e~ro de poro 91.0 y Íl7.3 A, respec­

tivamente, prese~taro~ u~ ~-7_·y:·9i~".5 %~d~· ~~t~~éióit .. de la enzima total agregada.. La mayor 

intnov'ilizncióu en e1 ·tn~teria.i.s8Ai~1'1 i(i2) 'CXm ·r~fieCto ·ru SBAt6-91(7) puede estar favore­

cida por la mayor ~agnit¡z~¡- d~ ·Jm;;~¿;~:··:;.a. ·q~e l~ enúma cuenta con diámetros moleculares 

de 40 y 60 A, además d-e·i·:~¡~~t~~'-iii~;~~- de·)~o A. La cuantificación de la enzima retenida 

por gramo de soporte y las ~~terísti~. ÍextÍJ.raJes de Jos soportes se resumen en el cuadro 

5.4. 

Los resulta.d08 muestran que el.diámetro de poro de lmi materia.let1 SBA16 está relacionado 

con la cantidad de enzima inmovilizada., probablemente debido al impedimento que pudiera 

ocasionar el t.anlaño de la uüsma para entrar en los poros. Una. vez que se obtuvieron las 

diferentes preparaciones de CPO se procedió a determinar la. actividad cata.lítica. de cada uno 

de los biocatalizadorcs con respecto a.1 contenido de disolvente orgánico y a la temperatura, 

pará.rnctros esenciales para la aplicaci6n potencial de la enzima en los procesos de. desulfu-
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racióu del pt.~Lróleo. 

5.5. Efecto del acetonitrilo en la actividad catalítica de 

la CPO 

Se determinó la actividad catalítica. de Ja CPO libre e inmovilizada parn la oxidación del 4,6 

Dl'vl DBT n diferentes concentraciones de ACN deJ sistema de reacción y a 25ºC, el perfiJ 

cntalítico se ilustra en la figura 5.17~ en donde el 100 3 de la actividad ctnlitica corre8ponde 

n In. tnú.ximu. encontrada en el intervalo empicado . 

• 100 ... 
'I 
li 80 

l •o 

"" 40 

20 

10 20 

Fi~urn 5.17: Perfil catnlítico de la CPO Con rcftpectO a la couccntrnción de ncctonitrilo. 

Co1110 puede observarse en la figura anterior el pCrfil catnlítico de los cuntro biocntnlizndorcs 
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evaluados es similar, por lo que puede considerarse que el efecto del ACN en el sistema es 

mÚ.."'I importante que el producido n1 inrnovilizur a la enzima. En el cuadro 5.5 se muastran Jos 

vnlores del porcentaje de nctivicln.d catnlítica pn..ru. cn.dn. concentrn.ción de ACN en el sistema. 

CPO Ubre CPO SBA16(90)-7 1 CPO SBA16(117)-12 CPO MCM41-40 

%ACN Act. catnlítica D.S Act. catalítica D.S. Act. catalítica. D.S. Act.. en.ta.lítica 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 o.o o.o o.o o.o 6.2 16.1 
60 19.7 3.4 17.5 7.0 o.o o.o o.o o.o 

Cuadro 5.5: Actividad cata.lítica de In CPO n. diferentes concentrBCiones de n.cctonitrilo, dada en por­
ccntajc.D.S.= desviación estándar. 

Como se mencionó anteriormente, la. máxima actividad ca.taUtica de la CPO libre se encuen­

tra a. 20 % de ACN en el sistema. debido a que hay una mejor solvntación del sustrato y por 

tanto una mejor transferencia hacia el sitio activo de la enzima; sin embargo a concentra­

cionc:s Ulayorcs la actividad catalítica se ve disminuida, lo cual se observa en el experimento 

que 80 ~pone aquí. Uno de los factores posible:; que afectan la actividad cs. Ja dcsnatura­

lizncióri ·de la enzima por el disolventc1 en Ja. naturaleza Jns e~imn.s fuiici~nan en sistema. 
. , ' " 

acuosos·, así que la presencia de uo disolvente orgánico podrí8. Provoc&r ~reci;oS importantes 

en la estructura de Ja enzima, como podría ser Ja. disrup~ióTI. ~C. ':>.u~~~· .. dc hi?n~gcno, la 

disminución de la interacciones hidrof6bicas, etc. 

Otro factor que puede estar influyendo en esta disminución es el coeficiente de pa.rtici6u 
. . 

del sustrato entre las fases ACN-agua y el sitio ~ivo del biocata.lizador, al aumentar la 

concentración de ACN In. rnezcla ACN-n.gtuL tiene carnctcrísticu.s menos polares que solva1'ur 

más fácilrnente al SWJtrato, de forma tal que se hace más difícil su diñ1si6n hacia el sitio 

catalítico ·de la clizima., es decir, el estado basal de] sustrato, el estado tcrmodiná.1nicarncnte 
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más estable, es la perma.necia del mismo en el disolvente y no en el sitio activo. Además. 

los soportes cmplcu.clos presentan grupos silanolcs en su superficie, que al ser de carácter 

hidrofílico ho.c~n rnBS. polnr el 1nicron.rnbie11te de la enzima. soportada en comp~ac~611 con el 

de la enzima en solución, por Jo que el sustrato, al ser de carácter hid.rófob~ es aún menos 

afín a la cnzhna inmovilizada. 

Corno· se puede observar en el cuadro 5.5 y en la 6gura' ?·l?:·-:~.~ :~~i~i~~-·:~t~#t~c& decae 

más rápid8.mente para el biocatalizador CPO l\1CM4I-4Ó;l~ C~~.(Ú~·~-d~ p0sibles causas 

principalmente, una es Ja interacción electiostátÍ~O: ~;;t·~~- ia.· ~·~~¡-~'~;;~ J~ -5~pernci·e externa del 

material que favorecería un estado de menor ~"c;l~rru1~i~-b~¡~·;~{~~~JVerlte, la otra posibilidad 
.···. - ' -.·•.;,·· .. · ··'•· ' 

es quC por Ja mayor hidrofi.Hcidad el MCM41 cOD. re5pecto 8. J~ .materiales SDAl6 1 la parti-

ción del sustrato entre las fa.ses. ACN-~~-.·;~-~~~:¡~~3Í~~~~li~a sea aún menos favorable . - .. 

para. el biocataliza.dor · CPO MC~~-l~_0_."1 
:_ 

. . , '_··;-.-:· :~':: . :'«:.. ; ':.·; ":< " ' 

Una de las diferencias notabl~ ~:.~~-~·-:1;.:::CPo~ Üb;e- no pierde totalmente la actividad a 

concentra.clones de_ 40, ~Q y~ ~O~-· ~~.·.,~e~; -'~8.nte.niendo alrededor de 20 % de la actividad 

máxima en' Jos d~- Pr~?l~~ ·~~i!~~-~~:.·:d~~·(~':;~~~i~n. -. Otro da.to que sobresale de estos com­

porta.mientas es que e1 biocat~ba.ci'Or. C~·cj -SaA·i~90(7) pierde su actividad a 50 % de ACN 

y la "recupera 11 a 60 % .dC .ÁéN /1.;,' ~.·:~l ~-~-~~- dc~rsc a· que la desnaturalización de Ja enzima 

está.~~ gobe~n~a Por ·ta. i:i~éi:.ica. que po~·la t~rmodiná.mica, es decir, Ja enzima. tiende a 

desnaturali~ más .fÁcitni"~nte. a '5Q_% d~ ACN (termodiná.znicaniente menos esta.ble). Sin 

ernba.rgo, la disminuciÓn de la. cons.tante dieléctrica. por e) aumento del solvente incrementa 

Ja. rigidez de In enzima, disminuyendo nsí la. velocidad de desnaturalización {cinéticanicntc 

más estable) (Partridge et al., 1999). 
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Figura 5.18: Actividad específica de la CPO con· rcSJ,~to a la concentración de acctonitrilo (el eje 
accunda.rio corresponde a la CPO ~bre). · ' 

La figura 5.18 y el cuadro s·.6 muestj~ '.el ,~i~U:Í~:·~~ecto.~p~~o en act·¡~cl"ri.d··~pecífica, en 

donde pueden compar~-1~ -~ó~es cc;;~~~~ri~die~t~- ~( IÜO %- de ~~ '.biocatalizador, los 

cuales son muy p~~i-d-~- ~~~r:e'.'t~ bi~~t~adores so-~~rt~~~-

Estos resultados n~ dafl fuert·es indicios de que el t~año.'dCi'''d¡~~~Íro. de.poro no es tan 

importante en ·la.~tivid~--catalítica que desemp~ña Í~ ~P_Ó:·~;:~-i~-t~~as con disolventes 

orgánicos, en este cuSo AÓN, como lo es pnra Ja HRP lnm~izadr~.'en FSM16, trabajo reali-
.· • L', • 

zndo por Thkn.ha..~hi y colnboradorcs (2000}, en donde·conc~.uycn Que la inmovilización de la 

enzima en materiales mcsoporosos con diámetro de poro si.uülar al ~iámetro de la proteína 

mejora su estabilidad en rnedim1 orgánicos. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, la actividad catalítica ~e la CPO inmovilizada es mu-
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cho 1uenor a la de Ja enzima libre, colllo puede verse en el cuadro 5.6 Ja actividad catalitica 

de Jos materiales CPO SBA16-90(7), CPO SBA16-120(12) y CPO MCM41-40 son 59, 79 y 

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

má.xi1nas. 

CPO Ubre CPO SBA16(90}-7 CPO SBA16(117)-12 CPO MCM41-40 
%ACN Actividad D.S Actividad o.s. Actividad n.s. Actividad n.s. 

Espccfflca Específica Específica Espccfflca 
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 o.o o.o o.o o.o 0.298 0.052 
60 37.309 3.4 0.391 0.275 o.o o.o o.o o.o 

Cuadro 5.6: Actividad especifica. de la CPO n diferentes concentraciones de a.cetonitrilo, dada en min-1 • 

D.S = desviación estándar. 

Aún cuando las actividades específicas de Jos biocataiizadores soportados se vieron reduci­

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

de compuestos, ta.1 como se presenta en e) cuadro 5.7, por lo que la CPO inmovilizada. aún 

presenta potencial para este tipo de catálisis (Torres et al., artículo enviado). 

Enzima Actividad específica (mini.) 
Citocromo e 14 ± 0.11 
Hemoglobina 2.9 ± 0.3 

Microperoxidasa 0.1 ± 0.002 
Peroxidasa RND 

Lacasa RND 
Tirosinasa RND 

Cuadro 5.7: Oxidación del 4.6 DM DBT por enz.hnas oxidntivns en 20% de ncctonitrilo. RND:reacción 
no dct<.>ctada.. 
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5.6. Efecto de la temperatura en la actividad catalítica 

de la CPO 

La temperatura de Ja.s corrientes de petróleo es de aproximadamente SOºC, por lo que es 

importante evaluar el efecto de este parámetro en el cornportruniento de la.a enzimas con po­

tencial de a.plicacióu. Con e.~to, se determinó el perfil catalítico de la CPO libre e imnovilizada 

para Ja oxidación del 4,6 01\1 DBT en presencia. de 20% de ACN en el sistema de reacción 

a 25, 30, 35, 40, 45, 50 y 55ºC, m08trado en la figura 5.19, en donde la máxima actividad 

ca.ta.lítica encontrndn e11 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 

campa.na, el cual es clásico de las enzimas, en este ca.so con un máximo de actividad catalítica 

a los 35ªC; esta. tcrnpenLtura óptima se debe n. dos sucesos principalmente, el primero es el in­

cremento habitual de la velocidad de reacción con la temperatura,· y el segundo es el efecto de 

la. temperatura sobre la estabilidad de la enzima.. eS dcc;ir, es el h_IiciO de la desnaturalización 

al sobrepasar una te1npera.tura crítica. (Lehninger,<1.993.}.."'Co~··;és·p~to aJ biocB.tatizB.cfor CPO 
- ."'···- .. _ ,_ .. 

MCl\.141-40, In actividad catalítica desciende 8. los ·ao~_9_'Y. a.·~~ _de ah~ Higue UD cornpor-

ta.rniento de campana.; comportamiento similar.·a éste -~·:mU~tr~ .para ta CPO libre, con un 

máximo de actividad ca.ta1ítica. a los 25ºC; hasta el momento no se ha estudiado este compor­

tarniento en la CPO, sin embargo, podría. tratli.~ dt; i~--~ividad catalítica de intermediarios 

de In enzima en el proceso de de:maturnlizaci_ó!:' p~od~cida. por la tetnperatura.. Aún cuando 

pueden resaltarse algunas diferencias entre loS perfiles cÍe los biocatali~ores, al parecer el 

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

Co1no puede observarse en e] cuadro 5.8 Ja a.ctiv_idad catalítica disminuye 3•1, 142 y 54 Vt."'­

ces para los biocatalizadores CPO SBA16-90(7), CPO SBA16-117(12) y CPO MCM41-40, 

rcspectivu.rnente con respecto a. la CPO libre; sin embargo aún a 45°C todos l~ biocata-
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Figura 5.19: Actividad cata.lític;:a de la. CPO a diferea"ies temperaturas. 

' .. - - . - - ' 

lizndores presentan una. actividad específica mayor a la Que muestran otraS peroXidasns para 

In oxidación de Compucst~ oÍ'g~Oa.zuh~~~-~-t~p·~·;at~~a ~bi~nte_:(cu~~~,5-.7) (To~es et 

al., articulo enviado). 

De acuerdo a. los result.Hdos olltenidOO el dhi~.¡;~-tro. d~ · P-Or~ -no .. a.fecta: significntiV1uncnte el 

perfil de actividad catalítica de Ja CPO con respecto." a ~a temperatura Para la oxidación del 

4.6 DI\! DBT o. 20% de ACN. 
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CPO libre CPO SDA16(90)-7 CPO SDA16(117)-12 CPO MCM41-40 

Temperatura Actividad D.S. Actividad D.S. Actividad D.S. Actividad D.S. 
(ºC) Específica &ipecífica Eiipccifica Especifica 
25 228.l 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 o.o o.o 0.3 0.1 
55 7.7 5.1 0.1 0.1 o.o o.o o.o o.o 

Cuadro 5.8: Actividad específica de la CPO a. diferentes tewpcraturwt, da.do. eu in.in-1. D.S. = dettviación 
estándar. 

5.7. Estabilidad de la CPO a 45ºC 

Como He mencionó en la. sección anterior. los cuatro biocato.lizadores emplead.os presentan 

actividad catalítica aún a 45ºC, por lo que de forma complementaria a este trabajo se deter­

minó la estabilidad a esta ten1peratura con respecto al tiempo.· En los pro'cesos de refinación 

del petróleo se empican altas temperatura.~. y a.nquc en este "corltcxto -45ªC río lo es, se buscó el 

efecto de la inmovili7.n.ci6n sobre In. estabilidad térmica., el 
0

perfÚ ~-ilustra en Ja figura. 5.20. 

·. . - ,_~·' . 

Como se puede observar, los bioctalizadores CPO SB~l&-117(12), CPO MCM41-40 y CPO 

libre tienden a dcs_naturaliZanJe a partir de las prinÍeTlui-ho~.&i d~:incubación, disminuyendo 

n....~f su actividada catalítica. Para el bioa:itali2ad'?r CP~-;;~~1~00(7) la actividad catalítica 

aumenta. de las O a las '72 horas y posteriormé~te d~,,-~~~'01-tamiento poco usual en las 

enzima....¡; tal Vt.-z estu.peculiaridad. se deb":-ª una r~ri~~-taci?i:i ~l~ la enzima que pudiera. estu.r 

hncicndo 1nás disponibles Jos accesos n. lo.<i: siti~ -~tnÜticoS o tal vez esté involucrado algún 
".·.· •"-, , 

intermediario de desnaturalización de ~ enzi~a ·~~odÍlCid_~ por efecto de la temperatura, cl 

cual presenta mayor actividad catalítica que la· Cfizima -nativa.. 
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De la figura 5.20 es Posible (;bt'~~~·'gráfi~~etit(; :¿ :vaJor. al cual la actividad. disminuye al 
• . • • '· , . >.. . - - . ~. ' .. -. • 

50 %, obsCrva.nc:I~ qu~-_el. bi~'~taJ.¡zad~¡.: CPO MCM41-40 mantiene el 50 % de st.i actividad 

cata.lítica i~i'~i~ 8:~-~~~;)~~~~te_ .. li~hi:-110 ljOi-aS, la CPO libre a. las 60 horas, el biocata­

Iizador CPO.SBAi&.iii(12j ;.·1.;,; 45 horas y en el biocatalizador CPO SBA16-90(7) el 50% 

de su.activid~ ~i~-í~Í~-~~i-cia.J no~ alcanzado aún a las 150 horas del estudio realizado 

(cuadro 5.9). 

Biocatalizador Tiempo al 503 
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 cata!Itica. de la CPO a 45ºC. 
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La inu1ovilización de la en:thua en un material con diámetros de poro sin1ilar al de su diámetro 

molecular produce un aumento en la n.ctividad eutuJiticv. respecto a. la. tempero.tura. Takaha.shi 

y colaboradores (2000) determinaron que la estabilidad a 70ºC de la HRP inmovilizada. en 

FSI\.116 está. relacionada con el diámetro de los poros del soporte. aunque el perfil de la 

actividad en.ta.lítica no presentó c1 perfil del biocatalizad.or CPO SBA15-90(7). Por otro lado, 

lo. presencia de silicio en la preparación CPO l\1CM41-40 provee de una mayor resistencia. a 

la. pérdida de actividad de la CPO. 
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Capítulo 6 

CONCLUSIONES Y 

PERSPECTIVAS 

Conclusiones 

• Con el tratamiento a.lcotérmico se obtuvieron materiales 1nesoporosos SBA-16 con diáme­

tros de poro predominantes de 40, 90 y 117 A. 

• La distribución de diámetro de los poros de los materiales SBA-16 sintetizados muestran 

un buen grado de homogeneidad en Jos materiales. 

• No fue posible determinar el grado de ordenaniiento de los materiales sintetizados. 

• Probablemente el principal ;~~~/.para Ja inmovilización de la CPO en los materiales 

SBA-16 a pH 4, es el encáps~'a.rnie~to de la. enzima en las estructuras porosas. 

• La activid~ eatal~ti~:-p:ara. la oxidación del 4 16 DM DBT de la CPO inmovilizada. en 

SBA-16 dism.inuyc drásticamente con respecto a Ja CPO libre probablemente por proble­

mas difusionales, sin embargo esta actividad se mantiene por encima de las actividades 

reportadas para otras enzimas que reconocen el mismo sustrato. 
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• Los perfiles catalíticos de la CPO libre e inmovilizada. cou respecto a la ten1pcratura y 

a In concentración de ACN en el sistema son similares. al parecer los efectos causa.dos 

por el solvente y la tempera.tura son mayores a los ca.usados por la. inmovilizu.cion . 

• La inmovilización de la CPO en materiales 1nesoporosos puede estabilizar a la cnzin1a 

respecto a la tem.peratura si Je provee de interacciones eléctricas (CPO l\IC.l\141-40). 

• A 45ªC el bioCn.talizador CPO SBA16-90 sufre un aumento en In. actividad ca.ta.lítica 

que alcanza su máximo a las 72 hrs, probablemente debido a un arreglo molecular en la 

orientación de la CPO en el rnatcri~ 1 formaci?n de, ~ntCrmediarios de Ja enzima o a un 

efecto difusionaL 

• El diámetro de poro de los soportes no tiene un erecto significativo en el per~ catalitico 

de la CPO para la oxidación del 4 16 Dl\f., DBT_ ~o~·· resi>ecto a la tezn.pera.tur~ y a la 

concentración de ACN en el sistema de reu.cción>c, 

Perspectivas 

• Es necesario realizar pruebas de di.fuSibilidad der sust~to'; Ia:a·B.t y· el H20~·haci8. la CPO 

inmoviliza.da. para descartar problem~·d~·~~"~i.J~·~,'j.';._:~. 

• Una a.Iternativn. para el dcsarrol_~-~ -~,e-~~-·tr~oojO.-es ,~-ñc-ionB..l~~ Icis ~a.teriáles meso-· 

porosos (con metales o ~up~•(i:en.cti.~~ ~~- ~~jOI=~--la es~8.b~idacl/a.Ctivid.ad de la 

CPO. 
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Apéndice A 

APÉNDICE 

A.1. Propiedades texturales de los sólidos catalíticos 

La medida. del área especifica de un sólido y el estudio de su estructura porosa, se realizan 

genera.hnente mediante la intp['egnaci6n del sólido con una substancia líquida o gaseosa que 

no sea. reactivo con éste. La utilización de un gus para estft.8 medidas, está basada en e1 

fenómeno de adsorción física (fig_ A.l), y ha dado lugar al método ideado por Brunauer, 

Ernmet y Teller, conocido con10 método BET, aunque en renlidnd no se trata de un método, 

:iino de una interpretación de Jos datos' que cons~~tuycn una h;oterma. de adsorción, basada 

en un modelo propuesto por los mismos autores. 

eD.,..cl&n 

MUESTAA CON 
MUCHA A.REA 

Figura A.1: Diferencia. cutre la. nBsorción y la n~rción. 
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El punto de partida del n1étodo es una isoterma de adsorción física de un gas sobre un 

~lido. En condiciones de equilibrio termodinámico habrá un número Na. de moléculas de gas 

adsorbidas sobre la superficie del s61ido. El número de molécolas Na. se puede convertir en 

un volumen adsorbido Va a condiciones normales de presión y tempera.tura mediante Ja ley 

de los ge.ses ideales: 

: ··.:'.· - , . -

donde T y P corresponden a Ja temperatura ambiente y.Ja presión atmosférica a nivel del 

mar 1 respectivamente. hfantcnicndo fija l~·. ~~~~~·re.t~:~~ _' T es posible variar Ja presión del 

equilibri~ P.Y para én.d~ val~r especíÍico·~~)il,·:·~~~·i~n ·se ten~rá un nuevo valor de Vta. A la 

gráfica Va co~tra· ~·se. lc. ll~a·'.~~~~~~~~ .,~rC~~n~: ~ten diversas formas <le presentar 

una isoterina. ~e ~rc~.6~/ __ ~-~~ c:J.~~J.~_'-~~.:~muneB ConSiste en graficar V 0 /M contra P/P., 
donde M ~ ei p~ de i'a-.m~~t~i~\,-·'P;--~'-la pr~i6n d~ saturación del gas en presencia de la 

' f • • • T •.;,;_, • • '• 

muestra. El ~~i.C~te·~p<~~--~··c~~.~~: ~~-~º,presión relativa del gas. Las diferentes isotermas 

que se pueden:~~~~~.~~:~~~~~~~~:': ~'~>~;,~~~~¿raleza del gas utilizado y del substrato sólido y 

de acucrdO--a. 1~ 1U:P.Á.'Cc-~ ',;í~iliC~ ~~~O se iildiCa en la figura A.2. 
'-:·. ,:<\: '.~j-<i:~t~·;~c;·~.~~' ~'.-:·: ~·." .. \ 

En el cu8.dro A.'i .~;~~'Ji~~--.CÍ~---~~·~:8. b~~vC"et tipo de material al que puede corresponder cada. 

tipo de isotcri-ná..'.C:b~·'
0

~i~ÜCiOn&.r.que-Ja iSOtermá tipo _Yf que es muy dificil de observar y 
/ ~ .. "':. ' . ,.,.. '· . ' 

que por su forma .;'.1-~~8.d~-~.~50~-~-ª ~~llada". 

Es posible entender" la forma de las isotermas de manera cualitativa, en base a los prin­

cipios ñsicos y a los modelos del proceso ad8ortivo. Como anteriormente se mencionó, la 

interprctn.ción de los resultados expcrimentnles en el trazo de In. isoterma., se supone que 

la. adsorción es física de muchas capas (n1ulticapas) y que las fuerzas de interacción entre 

las nmlécula.s del gas son iguales a la.s fuerzas responsables de la condensación de vapores; 
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1 
1 • 
• i--==---f-"----'--...;__-ri 

--~-.~~~~~,,'.~'~,:rt .-·· · 
·., ~:2:'·<>' ·.:::· >;,' ·,~ 

Figura A.2: Clasificación de la IUPAC ·.d·~· ~-'Isote~&s de adsorción • 
. -' . ¿:_!:_; ~·:".·: .. _,j~~~-;~~'". -

bfLSándose en estas condiciones se o~~¡~~~;~ a:;~t~:~i~~~~:~~'a.- dcrivB.ción cinética o estadística, 

-·--=--. 

· ~p;;.) ;')1 +C-lP 

. v..c1 :-: ~/P.).. v~c · v~c P. 

en donde V 0 es el vol~-~n de g~ ·~~bid~ 'c~rbai.o) a la presión P en condiciones estándar 
- ~' , .... -.' ·' ._,, ,-----,¡:.;;. " - ' - ' 

<le presión y temp.cratu~á.; -.v.~.: es"· e1. VotUlli~n- a condiciones estándar de presión y temperatura 
- '· ''::: :l··.'. :,:.-

qlu.~ se necesita de gas p8.r8. Cubrir ta.' Superficie (ad.qorbente) con una 1nonocapa cOrnpleta; Ces 

una constante que-depellde de la temperatura, y P. es Ja presión de saturación del adsorbato. 

En In. ecuación ante~ioi·h~y tres constantes, una de ellw;, P., es caracterÍ~ti~ d~I 'adsorbato .. - ' 

y existen tablas en donde se puede obtener su vn.lor; las dos restantes, :V a. y. P~ · ~ Ca.l:culan 

a. través de los datos experimentales grafica.ndo (P/P.)/V..(l - P/P.) co;atra.(f>/P.). A la 
- ·- -· . . 

recta resultante se le calcula. la pendiente y Ja ordenada al origen, las cuales sC idc~Íifica como: 
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Isoterma. Tipo de material 
Tipol Sólidos rnicroporosos 
Tipo 11 Sólidos no por0808 
Tipo 111 Sólidos no porosos o macroporosos que presentan interacciones débiles gas-sólido 
Tipo IV Sólidos rnesoporosos 
Tipo V Sólidos tnesoporosos o microporoso._o;¡ que presentan interacciones débilet1 gB.fi-sóUdo 

Cuadro A.1: Cla."lificnción de la IUPAC de )a..'"1 isotenna. de adsorción. 

Intersección (ordenada a1 origen)= ~ 

Pendiente= ~ 

De estas dos ecuaciones es J>?Sible eVa.luar las dos constantes C y V,,., en particular el volu­

men de una mon~capa comple~a/está. dado por: 
-- . -

v. - ·. 1 ,_•' " "'.~,· ·=· 
m - orrn tJ ori,11en+p¡;u¡¡ente 

- ___ ""·'"" -"""' .. - . 
Una ca.ractct-Ísu~'.·t.~U~~ .. dc i~~: ~mportancia-·cn el diseño .de un sólido catalítico, es el 

·. - . :- .. : '_,. "· .. · .. · . :.·· 
área. que presCnta ·el adsorben te·; factible de ser ocupado por el adsorbo.to; cuando esta área 

se cxpr~-~or.,~~~ad· de lllas& .del cataÜzador, se le nombra. área. específica. Para. calcular 

estn. propiedad utilizando como adsorba.to al nitrógeno y la técnica. BET, basta con trabajar 

en In región lineal de la isoterma, que generalmente se encuentra situada. en el intervalo de 

0.04 n 0.3 de la presión relativa. Trabajando en este intervalo se calcula el volumen de la 

monocapa. completa (V wn), y si se conoce el área transversal de una 1nolécula. de nitrógeno 

( 16.2 A) adsorbida. en la superficie de la muestra, se calcula el área. específica. del adsorbente 
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a partir de Ja ccua.cióu 

A( •¡ ) = uA2 10-20(6,02323)Vm(Tnl/g)) 
Tn 9 (22,414)(103) 

que al sustituir el _valor des para nitrógeno y el volumen de la monocapa. V,711 la: ecuación 

anterior se reduce a: 

( •¡ ) 4,35 
A "' 9 = Int. + Pend. 

con esta ecuación se determina el á.ren a1pccífica de un sólido catalítico, utiUza.ndo como 

adsorba.to n.l nitróg~no. 

Distribución de diámetro de~ poro. 

El área especifica de un ~rbente .eS.tá forin~:ri'Par·~--~~ d~.1~ r~giones pi~ que presen­

ta e] ~lido cnta1itico, y por e] área de ]ns p~¡;~;¡es· d
1

~:]·~~r~ •. CU~tÍfi~. ~i área ~pecíficn 
de los poros de un adsorbente, es ~n m~cli~ ~-~~--~~~~~~~jJ'.ii~?~~~~~-~-7~~~:id6: a ~ue es 

nUí donde se lleva a cabo un al~- ~~O?~~j~.'..~~-:_:~;.~~~Jt~~ti_~~;,';~~é·f~~·:-~· necesario 

::~::~~¡:~ :::::.::.~ci::::>C:~. t;~:~~.pp±,::ri:~ézft~v~%~~~~~:i:z:j: 

Pn.rn. obtener c:-1tn cu.ractcrísticn se proccd_e-~m~o ~i_~c:·:~n~·yeZ 9u-~_1R ~i-~iÓ_~·l Ne ~ermi-n6, 

se puede proceder n. dcsadsorb~r el gÍlS y·~~-~to·_~r~~,i~ ~~~'·d~-~~.'~~rC~Ó~, que junto 
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con el de la adsorción., forn1an la histéresis de la adsorción, ilustrado en la figura A.3. 
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º" 0.4 0.6 

Presión relativa (RF'b) 

o.a 

Figura A.3: Isoterma. de adsotción-desorción. 

Para. elaborar el brazo de la desorción, se va evacuando paulatinamente el gas adsorbido 

en Ja muestra, o sea que el ad80rba.to abandona al ac:hrorbente, va.ciándo::¡e algunos poros y 

cntigrando las 1nolécula..«¡ hacia las regiones planas ha.sta. llegar a una. situación de equilibrio; 

se ha.ce otra evacuación y se obtiene otro punto CX:~rÍDlental, y así se procede succsiVa.II1ente 

para los siguientes puntos experimentales hasta _evacuar completa.mente al gas. 

Para. obtener la distribución de poro a Pa~i~ ~.e._Jos.dat~ d~ adsorción, se necesita proceder 

con mÁ..q cuidado. Hasta. ahora. el método más frecuentemente utilizELdo es de BJH (Barret, 

.Joyncr y Hnlendn), bn..."iado en un mocÍelo ~~ po~'os"'CiJrndricos. 

El árctt especifica total de poro está formadH. pc)r las contribuciones de las regiones planas, 
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el área de las paredes de Jos poros y el área expuesta entre las partículas del sólido. La 

cuantificación del á.rcu u.ipccifica de los poros del só1ido, es muy importante, debido a. que 

ahí es donde se lleva. a. cabo el fen6rneno cnta.lítico, por esto, es necesario SH.her si los poros 

son de un ta.maño tal que permitan a las moléculas de los reactivos difundirse en su interior. 

Lo anterior se logra. a. partir del cálculo de la. distribución del diámetro de poros para lo cual 

se toman por convención los puntos experirnenta.les del brazo de deserción de la isoterma y 

se procede como sigue: 

Si llamamos Lk a la longitud total de poros con radios entre R1e - DR1t: y R1e + Rk, con 

ta.maño medio R1c:, en cualquier intervalo de presionesP1: - D1c: a P1: + D1e podemos escribir: 

. 
V,. - v. = L r.(Rk - t,)2 Lk 

k-1 ·-: .. , .. :· 

Donde Vi es el volumen total del adsorb~~~:~:·'~~.:,;~~~t'~~.:~~'.1n: isOterma. y Pi/Ps es el límite 

inferior del intervalo de presión i-ésimo y~t:~~~~~.r.;~\~rbida. a esta presión. La ecuación 

anterior puede ser resuelta. Para La_: - ·:: ¿'. : ~'."_ \; 
,,_;"_·,: 

... : ' : _. ~ : ; . 

dividiendo Ja. isoterma en intervalos de presiones adecuados por deba.jo de la saturación, se 

calcula la distribución compJ_eta de La (R.¡), el volumen de poro y la superficie. La ecuaci6n es 

específica pnro. poros cilindricos, pero puede ser fácHmcnte modificada. para otras geometrías. 
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A.2. Difracción de Rayos X 

En una. prirnera aproxirnación un cristal puede considerarse como una agrupación ordenada 

y periódica de átomos, que al ser alcanzados por un haz de Rayos X, los difunden simultánea­

mente. En general, las ondas disipadas interfieren unas con otras anulándose, pero en ciertas 

direcciones se refuerzan para formar un nuevo frente de onda, fenómeno conocido como difrac­

ción. 

Ln técnica de Rayos X perm..ite determinar parámetros tan importantes como el grado de 

cristnlinidnd, la identificación de la.s fa.._"'ie::J cristalinas, el estado de agregación y el tamaño de 

ln.s partícula..~ inetálico..~ entre otras características. Los eJcctroncs de los átomos ordenados 

en los crista.les, desvirui los rayos X originando patrones de difracción a partir de los cuales 

se ca.lculn.n los parámetros deseados. 

Con el fin de explicar Jos ángulos observados para los haces difractados por un cristal (ex­

perimento Lauc), Bragg propWK> una explicación 1:1encilla. Supongamos que en.da uno de Jos 

planos de los átornos actúa como un espejo en.si transparente que sólo refleja uua parte de la. 

intensidad incidente; no se obtienen ray~ <liÍi~i~os más que cuando las reflexiones debidas 

a los planos para]clos interfiere~ df·_~ati~~~~~~;~i~~~tiva. (fig. A.4). 

Cousidércse que: 

.. · ' . 
• La dispersión e> chi.st~ca; o ~·.que ]a longitud de onda del fotón no se modifica. con In 

refle.xióu (dispersi6~1 .'~he~~~¡t.~.)º:·,: 
• Los planos son equ.idist~t.;s··~ 

, .... . 

• La distancia. interplnnar ~·d. (Estos Planos no se deben confundir con los planos de las 
": ;, ·.- ... '..·, ·, 

cara..~ de la muestra ya que JoS ~.Yos X atraviesan la superficie) 
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AO+oae::. n Jl 

Ao-o•-ad.-.tl 

Figura A.4: Demostro.dón de 1n. Ley de Brngg. 

La. diferc1~cia. de camino óptico ent1·e Jos haces difracta.dos por dos planos adyacentes, 

es 2dscn0~, en donde O es el ángulo entre el plano y el haz incidente. Por otro lado, 

una intcrfcrc~cia constructiva. se produce sólo cuando Ja difcrcn~~ ·.de- ~~i-~~ ~~tico es 
' . . . . . 

un 1núltipJo entero de onda ...\. Así, la condición de Ja interferencia c6.0.structi.~ ~8.ra ~n 
haz incidente queda condensada en Ja. relación: 

2dsen0 = n ~ (n = 1, 2, 3 ... ) 

Esta <..~uación se conoce como Ja ley de Bragg. Hay que resaltar: 

o Aunque se suponga. que cada plano actúa como un espejo, sólo para algunos valores 

de 9 se ~mman n. }tL"I reflexiones de todON los phmos pnrn.leloN, para dn.r un haz 

reflejn.do (difrnctndo) intenso. 

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

de longitudes de onda ...\ S 2d. Si )t./ 2d fuese 111uy pequeñoT los ,.ingulos de difrac~ 
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ción sedtUJ. igualmente pequeños y, por ta.oto, el ha.z difractado sería. difícilmente 

observable. Esto ocurre con cristales cuyas distancias interplanares son grandes. 

o Que pn.ra obtcuer un dingrnma de difracción con un criRtal, se emplean los métodos 

siguientes: 

O bien el ha'z p0Hc1·onuitic~ y sie1npre ha.y una longitud de onda. que cumple con la. 

relación de Bé_agg,paia ~. pl~o reticular dad~ (experirnento de Laue). 

0 Ct haz'~ IUOl~~:~;,;:lri~tiéo y e"i<cri~~~·· (~: l~'-c:ri~la.tes)~ deben ·dar vÚeltos para. que 

los dis~intos.~i~~'.·~~,-~J·-~~l~;~-~~c; de'rCft~óu con~· haZ incÍdente. Este 

es el priÍtci~i~\1e··J~ :;.:i~~ió:~~:de··~~f~~-~~ó~··,~~-~.-ri·~~--~antes.ut~li.~os hoy en día... 
:,'-----" :(,: ,:,_:·· ·-~~· -~· ::,->.: -;"··· ... -~'- ,,· ~~·-,,_.,.:r.;.:·, ! · 

:. <"'' 

o Que en la fónnul~, ~: la Ley de Dragg Ja refr.M:cióri ~~be ~ cllf~énte de l. 

o Finalmente, qÚC la. i~tensidád del h~ difr~t~~··dep~rid~--d~ -~ 
.. . . - .:·.·:-' 

-o La int"Cnsidad y la J~ngitud de onda del haz iñcide~te 

o Ln-CNtructurn. del cristal, es decir, del arreilo d~ i~- ii~ofr~os ~1"~ la·Celdn unitaria; 

arreglo caracterizado que se conoce como "factor .de ,~tructura." 

o El volumen de los cristales que difracten 

o El ángulo de difracción 

La nbsorción de los Rayos X por el cristal 

El arreglo cxperimcntn.1 utilizado 

La.s direcciones de los haces difractados sólo dep~dcn. de_ la geometría. de la red (bien 

por In. oricntnción y espaciado de los planos, desde el punto de viStn de Bragg, o por 

In. pcriodicicln.d de lns tres dimensiones, se~~~ ·_t.~ cc~a-~ion~ 'de_ L~~c) •. O.icho en otru. 

palabras, son el ta.maño y la forma de _la celda unidad. los que determ.inau. la dirección 

de los haces. La. distribución de los átomos d~.:i~ro de ·¡~ celda unidad no afecta. a. cstHS 
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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 

ca.lcula.ndo los distintos espaciad.os interpln.nares d y llevándolo a la. fórmula de Bragg. 

A.3. MCM-41 

Ademt\8 de )Ol:I materiales SBA-16, 8e decidió tr8.bajar con Ún control extemo para In 

inrnovilización enzimática, el l\ICl\f.41._'&te rliÜ:i~T¡~' nO se sintetizó en el laboratorio, 

y las características que se propor~io~~~~ '~D· JM ~~~i~ntes. El material es un alurni­

nosilicato met1oporoso con ~n .~i~~~~~~·d~~:P~~~~':P:ro.:;._~io de 40 A y un área específica 

de 1150m2 /g. La figura A~S ~ ~,~l, d~·~;~~i~~~·~:~-~ :~Yes X, correspondiente a. este tipo 

de material, se observa ~:·Pic~~~~:~.~~i~~,-~~ ~·-~)~~ (100}, y tres picos restantes que 

indican Ja a.Ita periodicid~ 'del- SóJidO:: ~;,-. --

- .~ .. ·. . -··· .· _<-.-~ -~.-· ·.-: ' ... ·-. ·:.: _. . 
En la fotomicroiraÚ~ d~ la fi~rá-"A:6 ~ ob~rvH.· como cstá el arreglo de por08 de este 

inaterial, q~e es b~Í~~~t~ ~~~~?~~·: 
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Figura A.5: Difracción de Rayo~ X del material MCM-41. 

Figura. A.6: Fotornicrogra.fia cld l\1C~1--tl. arrc-glo~ hex~i.gou.a..let ordenados. 
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