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Resumen

Debido al inminente agotamiento de las reservas de petréleo se ha desarrollado una gran
cantidad de proyectos destinados a la generacion de biocombustibles como energias
alternativas renovables, dentro de los cuales se encuentra el biodiesel (alquil ésteres de
acidos grasos), el que se produce principaimente mediante la transesterificacion de
triglicéridos con un alcohol en presencia de un catalizador.

Se ha planteado como hipétesis que la maxima conversion de alquil ésteres de acidos
grasos usando agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAs) de lipasa como
biocatalizadores se ve incrementada al evitar el contacto de éste con glicerol, siendo el
objetivo general la obtencion de un CLEA de lipasa capaz de llevar a cabo la produccion de
biodiesel a altos rendimientos de conversion (>92%).

Los objetivos especificos incluyen la seleccion de una lipasa no inmovilizada, la
determinacion de las condiciones para la preparacion de CLEAs, la obtencion de las mejores
condiciones de produccion de biodiesel y la evaluacién de la adicion de una superficie
hidrofilica al medio de reaccion o el uso de CLEAs con superficie hidrofébica respecto al
rendimiento de conversion de biodiesel.

Las principales metodologias para llevar a cabo las actividades han sido la medicién de la
actividad de sintesis del biocatalizador (donde se utiliza p-nitrofenolpalmitato y etanol como
sustratos de la reaccion de transesterificacion) y la cuantificacion de alquil ésteres de acidos
grasos mediante mediante cromatografia de gases basada en la cuantificacion de los
acilglicéridos remanentes en el medio de reaccion.

Dentro de los resultados se destacan los siguientes: La seleccion de la lipasa PS de
Burkholderia cepacia con una actividad de sintesis de 1290,7Us/gpoteina. L@ obtencion de un
CLEA con una actividad de sintesis éptima de 163,3Us/gciea preparado con polimeros de
glutaraldehido a pH 11,2, concentracién de glutaraldehido de 36,8mM y una razén
enzima/albumina de 18,4mg/mg, sin embargo, el rendimiento de conversién obtenido con
este CLEA es de 72,9%p/p. La adicion de una superficie hidrofilica no catalitica al medio de
reaccion, logrando obtener un maximo rendimiento de conversién de 91,3%p/p usando un
34,2% de silica gel y 10% de CLEA de lipasa. La preparacién de un CLEA de lipasa con
superficie hidrofébica, logrando una conversion maxima de 97%p/p con un CLEA preparado
con hexametilenediamina (HMDA) como agente de entrecruzamiento y propiltrietoxisilano
(PTES) para hidrofobizar la superficie. Este biocatalizador ha sido reutilizado, obteniendo un
94,5%p/p de conversién en el segundo lote de reaccién y un 93,2%p/p de conversién en el
tercero.

Segun los resultados obtenidos se puede mencionar que la seleccion de la lipasa utilizando
la actividad de sintesis como criterio, se presenta como un método facil, rapido y bien
correlacionado con los resultados de otros autores. Respecto a la optimizacion de las
condiciones para la preparacion de un CLEA de lipasa, se ha logrado establecer que el uso
de polimeros de glutaraldehido tiene un efecto positivo en la actividad de sintesis del
biocatalizador. Por otra parte, tanto la adicion de una superficie hidrofilica (silica gel) en el
medio de reaccion como el uso de un CLEA de lipasa con superficie hidrofébica, generan un
aumento del rendimiento de conversion de biodiesel al evitar el contacto de la superficie del
biocatalizador con el glicerol, el que incrementaria la incidencia de las restricciones
difusionales externas.

Finalmente, se concluye que la hipdtesis ha sido apropiadamente contrastada y verificada,
obteniendo como mejor resultado la elaboracién del CLEA con superficie hidrofobica
preparado con HMDA y PTES, el que se presenta como un biocatalizador que logra altos
rendimientos de conversién y puede ser reutilizado sin perder mayormente su potencial
catalitico.
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Abstract

Due to the imminent exhaustion of oil reserves, a great number of projects aimed at the
production of biodiesel, as an alternative renewable energy, has been developed, among
which is the biodiesel (fatty acid alkyl esters), which is mainly produced by means of
transesterification of triglycerides with an alcohol in presence of a catalyst.

The hypothesis is that the maximum conversion of fatty acid alkyl esters, using cross-linked
enzyme aggregates (CLEAs) of lipase as biocatalysts, is increased as it avoids its contact
with glycerol. The general objective is obtaining a CLEA of lipase able to produce biodiesel at
a high conversion yields (>92%).

The specific objectives are selecting a non-immobilized lipase, finding the conditions for
preparing CLEAs, obtaining the best conditions for biodiesel production, determining the
effect of adding a hydrophilic surface in the reaction medium on the biodiesel conversion
yield, and determining the effect of using CLEAs with hydrophobic surface on the biodiesel
conversion.

The main methodologies to carry out the activities have been measuring the synthesis
activity of the biocatalyst (where p-Nitrophenyl palmitate and ethanol are used as substrates
for the transesterification reaction), and quantifying fatty acid alkyl esters by means of gas
chromatography based on the quantification of the acylglycerols remaining in the reaction
medium.

The following results stand out: The selection of PS lipase Burkholderia cepacia with a
synthesis activity of 1290.7U4/gpotein. Obtaining a CLEA with an optimum synthesis activity of
163.3Us/gciea, prepared with glutaraldehyde polymers at pH 11.2, a glutaraldehyde
concentration of 36.8mM and an ezyme/albumin ratio of 18.4mg/mg; however, the
conversion yield obtained with this CLEA is 72.9%p/p. The addition of a non-catalytic
hydrophilic surface into the reaction medium allow to obtaining a maximum conversion yield
of 91.3%p/p, using 34.2% of silica gel and 10% of CLEA of lipase. The preparation of a
CLEA of lipase with hydrophobic surface, obtaining a maximum conversion of 97%p/p with a
CLEA prepared with Hexamethylene Diamine (HMDA) as cross-linking reagent, and
propyltriethoxysilane (PTES) to make the surface hydrophobic. This biocatalyst has been
reused, obtaining a conversion of 94.5%p/p in the second reaction batch, and a conversion
of 93.2%p/p in the third batch.

According to the results obtained, we may mention that using the synthesis activity as
criterion to select a lipase is an easy, quick and well correlated with the results of other
authors. As to the optimisation of the conditions to prepare a CLEA of lipase, it has been
established that the use of glutaraldehyde polymers has a positive effect on the biocatalyst
synthesis activity. On the other hand, both adding an hydrophilic surface (silica gel) into the
reaction medium and using a CLEA of lipase with hydrophobic surface increase the biodiesel
conversion yield as they avoid the contact between the biocatalyst surface and glycerol,
which would increase the incidence of the external difussional restrictions.

as a better result the preparation of CLEA with hydrophobic surface prepared with HMDA and
PTES, which is a biocatalyst that may achieve high conversion yields and may be reused
without significantly losing its catalytic potential.
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1 Introduccion

1.1 Exposicion general del problema y propuesta de investigacion

La demanda de energia ha aumentado debido al rapido crecimiento de la poblaciéon y
urbanizacién. Debido a que las mas importantes fuentes de energia como el carbon, el
petréleo y el gas natural estan siendo gradualmente agotadas, los biocombustibles estan
emergiendo como una de las opciones energéticas renovables mas promisorias y
ambientalmente amigables. Actualmente los combustibles fésiles representan sobre el 80%
del total del suministro energético a nivel mundial, pero se hace cada vez mas clara la
tendencia hacia nuevas fuentes de energia gracias al promisorio desarrollo tecnologico de la
ultima década. De los combustible no renovables, el petrdleo es el que se encuentra en
mayor peligro de agotarse, estimandose que podria llegar a un maximo en el consumo
global de petréleo entre el 2015 y 2030 (Demirbas, 2008). Estos hechos hacen pensar que
en un mediano plazo se llegaria al agotamiento total del combustible producido a partir de

petréleo.

Los combustibles alternativos renovables, dentro de los cuales se encuentra el bioetanol,
biohidrégeno y biodiesel, representan una de las soluciones propuestas frente a los
problemas de abastecimiento energético. Algunas de las ventajas de estos biocombustibles
son las siguientes: 1) estan faciimente disponibles en fuentes de biomasa. 2) al llevarse a
cabo la combustion, se completa el ciclo del didéxido de carbono. 3) son biodegradables y

contribuyen a la sustentabilidad (Puppan, 2002).

Dentro de estos biocombustibles, el biodiesel se destaca dentro del ambito del transporte, ya
que puede ser usado para reemplazar al diesel derivado del petréleo, el que es usado
comunmente en los medios de transporte publico en las cuidades. La produccion de este
biocombustible es llevada a cabo mediante un proceso de transesterificacion en el que se
hace reaccionar un alcohol con los triglicéridos presentes generalmente en aceites de origen
vegetal, generando alquil ésteres de acidos grasos (biodiesel) (Knothe, 2006).

La sintesis de biodiesel requiere generalmente de la presencia de un catalizador, utilizandose



Introduccién

catalizadores quimicos y catalizadores biolégicos o biocatalizadores. El proceso de
transesterificacion catalizado quimicamente presenta desventajas operacionales respecto a la
alternativa que utiliza biocatalizadores (especificamente lipasas). Al utilizar un catalizador
alcalino en la reaccion de transesterificacion de un aceite que contenga agua y acidos grasos
libres (aceites no refinados o aceites residuales de fritura) con metanol, se producen sales
alcalinas de acidos grasos (jabones) y debido a que el catalizador quimico permanece
soluble, los productos de la reaccion terminan con un contenido de catalizador que debe ser
lavado, generando un efluente alcalino que debe ser tratado (Shimada et al., 2002; Canakci y
Van Gerpen, 2001), traduciéndose en un costo ambiental y operacional.

Por otra parte, el costo de los biocatalizadores es muy superior al del catalizador quimico y se
hace dificil obtener altos rendimientos de conversion de alquil ésteres de acidos grasos, lo
que representa una de las mayores limitaciones a la hora de decidirse por los procesos
catalizados por enzimas. De esta manera, las investigaciones respecto al uso de
biocatalizadores en la produccién de biodiesel buscan que las lipasas usadas no se inactiven
en presencia de alcoholes como metanol (Kaieda et al.,, 2001) o etanol, puedan evitar los
efectos negativos de la presencia de glicerol sobre el rendimiento de conversiéon de alquil
ésteres de acidos grasos (Bako et al., 2002), y puedan reutilizarse, lo que implica el uso de
métodos de inmovilizacién.

Para que el proceso catalizado por lipasas pueda competir en términos econdmicos y
productivos con el proceso llevado a cabo mediante catélisis quimica, se debe reducir el costo
de los biocatalizadores, aumentar el rendimiento de conversion y disminuir los tiempos de
reaccion. A modo de ejemplo, se sabe que la lipasa de Pseudomonas cepacia (actualmente
Burkholderia cepacia) inmovilizada (Amano Enzyme) tiene un costo de 1000[US$/kg],
mientras que la misma lipasa sin inmovilizar tiene un costo de 600[US$/kg]". De esta forma, el
presente proyecto se enfocara en el desarrollo de un biocatalizador inmovilizado sin uso de
soporte (disminuyendo los costos por éste concepto), que pueda generar altos rendimientos
de conversién y evitar los efectos negativos del alcohol y del glicerol. Para tal efecto se ha
propuesto la elaboracién de CLEAs (agregados enzimaticos entrecruzados) de lipasa,
metodologia de inmovilizacion que permite obtener un biocatalizador con alta actividad
especifica y que evita el uso de soportes (Cao et al., 2000; Cao et al., 2001; Kumari et al.,
2007). Dicho método de inmovilizacion es una técnica simple que consiste basicamente en el
entrecruzamiento covalente de una enzima precipitada. El presente estudio se focalizara en
encontrar las condiciones de elaboracién del CLEA de lipasa que posteriormente, al aplicario

" Sam Lazar, Ejecutivo de ventas Amano Enzyme S.A.
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en el proceso de transesterificacion, permita la obtencién de rendimientos de conversion de
metil ésteres mayores a 92%p/p (Kumari et al., 2007). Al respecto solo el estudio realizado
por Kumari y colaboradores (2007) ha usado CLEAs de lipasa para su utilizacion en la
produccion de biodiesel, mostrandose como una buena alternativa que merece ser optimizada
y estudiada en profundidad.

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente estudio considerara tres estrategias enfocadas a
alcanzar el objetivo general. La primera sera la optimizacion de la actividad de
transesterificacién del CLEA convencional (basado en la metodologia presentada en Kumari
et al, 2007) mediante el estudio de las variables involucradas en el proceso de elaboracion del
biocatalizador. Debido a que el glicerol (de naturaleza hidrofilica) estaria afectando
negativamente la accion catalitica de las lipasas inmovilizadas al depositarse en su superficie,
la segunda y tercera estrategias se encuentran enfocadas en evitar el contacto de este
subproducto de la transesterificacion con el CLEA de lipasa. Especificamente, la segunda
estrategia implicaria la incorporacion de silica gel al medio de reaccién de transesterificacion
de aceite de raps canola. La silica gel posee una superficie hidrofilica (Blanco et al., 2007)
que podria adsorber el glicerol producido en el transcurso de la reaccion, permitiendo que el
CLEA de lipasa continie su accion catalitica y la obtencién de altos rendimientos de
conversion. Por otra parte, se ha encontrado que es posible la elaboracion de CLEAs con
superficie hidrofébica (Schoevaart ef al,, 2008). Segun lo anterior, se propone la tercera
estrategia, que involucra encontrar las mejores condiciones para la elaboracién de un CLEA
hidrofébico de lipasa que sera posteriormente evaluado en la reaccion de transesterificacion
de aceite de raps canola. Debido a que el glicerol es hidrofilico y la superficie del CLEA de
lipasa seria hidrofébica, el glicerol no se adsorberia en la superficie de éste, permitiéndole
continuar la catalisis de la reaccion, obteniendo finalmente un alto rendimiento de conversion.

En base a la propuesta enunciada se presenta la siguiente hipotesis de trabajo.

1.2 Hipoétesis

La maxima conversion de alquil ésteres de acidos grasos (biodiesel) usando CLEAs de lipasa
como biocatalizadores se ve incrementada al evitar el contacto del biocatalizador con el
glicerol, lo cual puede lograrse adicionando una superficie hidrofilica no catalitica al medio de
reaccién o generando un CLEA de lipasa con superficie hidrofébica.
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1.3 Objetivo General

Desarrollar una estrategia dirigida a aumentar la conversion de alquil ésteres de acidos
grasos por sobre 92%p/p usando CLEAs de lipasa como catalizador de la sintesis de

biodiesel a partir de un alcohol y aceite de raps/canola.

1.4 Objetivos especificos

Objetivo 1: Seleccionar la lipasa libre (no inmovilizada) con mayor actividad especifica de

sintesis y estabilidad en presencia de metanol.

Objetivo 2: Determinar las condiciones de produccién del CLEA (tipo de agente
precipitante, tipo, tamafio y concentracién de agente de entrecruzamiento y adicion de
albumina) que maximicen su actividad especifica de transesterificacion y permita un buen

entrecruzamiento.

Objetivo 3: Obtener las mejores condiciones de producciéon de biodiesel catalizado por el
CLEA de lipasa seleccionado en el objetivo 2 en funcién del rendimiento de conversiéon de

alquil ésteres de acidos grasos.

Objetivo 5: Determinar el efecto de la adicion de una superficie hidrofilica no catalitica
(silica gel) en el medio de reaccién sobre el rendimiento de conversion de alquil ésteres de

acidos grasos.

Objetivo 6: Determinar el efecto del uso de un CLEA de lipasa con superficie hidrofébica

sobre la conversion de alquil ésteres de acidos grasos.
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2 Revision Bibliografica

2.1 Antecedentes generales sobre biodiesel

La conversion de aceites vegetales y grasas animales en biodiesel ha experimentado un
gran desarrollo en los Gltimos afios (Madras et al, 2004; Haas et al, 2006; Meher et al, 2006).
Esto se ha debido principalmente a que este biocombustible posee un bajo poder
contaminante y naturaleza renovable en contraposicién al diesel convencional, el cual es un
combustible fosil que puede agotarse debido a la progresiva disminucion de sus reservas
como consecuencia del aumento sostenido de su consumo (Ghadge y Raheman, 2006).
Desde un punto de vista quimico, el biodiesel es una mezcla de alquil ésteres de acidos
grasos, los cuales se caracterizan porque sus propiedades tanto fisicas como quimicas son
similares a las del diesel. Estas propiedades incluyen densidad, viscosidad, indice de yodo,
indice de acidez, punto de turbidez, volatibilidad y nimero de cetano entre otras. En
términos energéticos, el biodiesel produce ligeramente menos energia y torque que el
combustible diesel n° 2 (D2); sin embargo, el biodiesel es mejor que el diesel en términos de
contenido de azufre, temperatura de inflamacion, contenido de aromaticos vy
biodegradabilidad (Bala, 2005).

2.2 Modalidad de produccion de biodiesel

La busqueda de combustibles altemativos inicialmente analizé la posibilidad de uso de
aceites vegetales directamente en motores diesel. Estos resultados mostraron ser
insatisfactorios debido a un conjunto de problematicas, dentro de las cuales se puede
considerar la alta viscosidad del aceite, la composicién y contenido de acidos grasos libres
en el aceite, la formacion de gomas debido a la oxidacién y polimerizacién durante el

almacenamiento y combustion y los depdsitos de carbono en el motor (Ma y Hanna, 1999).

Posteriormente se han abordado estrategias para la modificacion de aceites para su

utilizacion como biocombustible. A continuacion se mencionan tres alternativas:
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2.2.1 La pirdlisis

Consiste en la aplicacion de energia térmica para causar un cambio quimico en los
triglicéridos (TG) del aceite o materia grasa en presencia de aire o nitrogeno introducido en
la fase liquida. El inconveniente de la pirdlisis es que se generan grandes diferencias en la
composicion de los productos obtenidos dependiendo del tipo de aceite usado en el
proceso. Ademas, se obtiene un producto quimicamente muy similar a la gasolina derivada
de petroleo y el combustible diesel, lo que elimina cualquier beneficio ambiental repecto a la
reduccion de emisiones gaseosas comparados con los derivados del petréleo (Ma y Hanna,
1999).

2.2.2 La microemulsificacion

Son dispersiones isotropicas, limpias y termodinamicamente estables de aceite, agua,
surfactante y frecuentemente una pequefia molécula amfifilica llamada cosurfactante
(Schwab et al., 1987). El posible inconveniente de las microemulsiones es que produce
depositos de carbono, combustion incompleta y un aumento de la viscosidad del aceite

lubricante (Ziejewski et al., 1984).

2.2.3 La transesterificacion

El biodiesel (alquil ésteres de acidos grasos) es obtenido al llevar a cabo la reaccion de
transesterificacion de los triglicéridos presentes en el aceite vegetal o la grasa animal. En
esta reaccion, el aceite vegetal o la grasa animal reacciona con un alcohol (aceptor de acilo)
en presencia de un catalizador, dando como resultado los correspondientes alquil ésteres
(etil esteres en caso de usar etanol) de los acidos grasos presentes en los triglicéridos del

aceite o la grasa (Knothe, 2006). Esta reaccion se puede observar en la Figura 2.1.
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(a)

Catalizador
CH —00C—R2 * 3R'OH * R2—-COO—R + CH—OH
|
CH,—0O0OC—R3 R3—COO—R’ CH;—OH

?Hz_OOC‘F“ RI-COU—’ CH;—OH

Triglicérido Alcohol Esteres de Glicerol
acidos grasos

(b)
1 Triglicéridos (TG) + ROH «— Diglicéridos (DG) + R1-COO-R’
DG + ROH +<— Monoglicéridos (MG) + R2-COO-R’
MG + ROH «— Glicerol (GL) + R3-COO-R’

Figura 2.1 Ecuacion general de la reaccion de transesterificacion (a). Reacciones
consecutivas reversibles (b). R1, R2 y R3 representan las cadenas de acidos
grasos del triglicérido. R™ es el grupo alquilo del alcohol utilizado (en el caso de

etanol R'= CH;CH,).

El proceso de transesterificacion puede ser catalizado por diversos agentes como:
catalizadores quimicos (alcalinos o acidos) o biocatalizadores (enzima inmovilizada).
También se puede llevar a cabo la reacciéon en ausencia de catalizadores, al usar alcoholes
en estado supercritico. A continuacién se describen las tres posibles vias por las cuales se

puede realizar la reaccién de transesterificacion.

Fluidos supercriticos: Esta modalidad no requiere de catalizador pero si de fluidos como
metanol supercritico a 350°C (Saka y Kusdiana, 2001; Demirbas, 2005). Asi mismo, se ha

encontrado que temperaturas de reaccion de 350°C y una razén molar de metanol:aceite de
raps de 42:1 son las mejores condiciones para la produccion de biodiesel (Kusdiana y Saka,
2001), siendo un proceso intensivo desde el punto de vista del gasto energético (necesidad
de temperaturas elevadas) y que requiere un gran exceso de metanol.

Catdlisis quimica: La reaccion de transesterificacion catalizada quimicamente consiste en un
nimero de reacciones consecutivas y teéricamente reversibles, donde el primer paso es la
conversion de triglicéridos a diglicéridos, seguido por la conversién de diglicéridos a

monoglicéridos y posteriormente de monoglicéridos a glicerol, dando como producto una
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molécula de metil éster (en caso de usar metanol como aceptor de acilo) de cada uno de los
glicéridos de cada paso de reaccion (Noureddini y Zhu, 1997).

Las condiciones experimentales que se han estudiado han sido: la razén molar
alcohol/aceite, concentracion de catalizador, tipo de catalizador, tiempo de reacciéon y

temperatura (Jeong et al., 2004).

Respecto al tipo de catalizador quimico, los catalizadores mayormente utilizados son:
acidos, como el acido sulfurico, acido fosférico, acido clorhidrico y acidos sulfénicos
organicos, bases, como el NaOH, KOH, carbonatos y alcéxidos como metdxido de sodio,
etéxido de sodio, propéxido de sodio y butoxido de sodio. El catalizador acido produce una
transesterificacion mucho mas lenta. Sin embargo, la catalisis acida permite trabajar con
glicéridos que poseen un contenido relativamente alto de acidos grasos libres y agua pero
manteniendo bajas velocidades de reaccion (Ma y Hanna, 1999).

Por otro lado, el catalizador alcalino presenta desventajas como la dificultad de recuperacién
de glicerol como subproducto debido a la saponificacion del catalizador con los acidos
grasos libres presenes en la fuente de triglicéridos, la necesidad de remover residuos de
sales, el uso intensivo de energia (sintesis a mayores temperaturas respecto a la sintesis
enzimatica), la remocion o evaporacion de solventes organicos en caso de ser utilizado, la
remocion del catalizador desde el producto final, el tratamiento de las aguas que contienen
el catalizador removido y el requerimiento de uso de aceites refinados con muy baja
cantidad de agua y acidos grasos libres. A pesar de ello, la velocidad de la reaccion es
superior a la sintesis enzimatica (Dorado et al., 2004) y el catalizador usado tiene mucho
menor costo que los biocatalizadores (lipasas). Cabe destacar que la transesterificacion
catalizada por compuestos alcalinos es afectada principalmente por variables como la
presencia de humedad y acidos grasos libres en el aceite usado como materia prima y la
razén molar alcohol/aceite vegetal o grasa animal (Ma y Hanna, 1999).

Catalisis enzimatica: La utilizaciéon de enzimas (lipasas) cumpliendo el rol de catalizadores
de la reaccion de transesterificacion es una buena alternativa para la producciéon de
biodiesel sin generacién de residuos o efluentes contaminantes (Shimada et al., 2002).
Como catalizadores, las lipasas tienen las siguientes ventajas: No requieren del aceite
refinado (con muy bajo contenido de acidos grasos libres y agua) (Azécar et al., 2010),
esterifican tanto acilgliceroles (mono, di y triglicéridos) como acidos grasos libres en un
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paso, producen una corriente de glicerol con un minimo contenido de agua, es factible la
reutilizacion del biocatalizador al utilizar la enzima inmovilizada, y el proceso se lleva a cabo
a temperaturas menores a las usadas con catalizadores quimicos, lo que permite un ahorro
energético (Shimada et al., 2002).El principal inconveniente del uso de estos
biocatalizadores es que su costo es muy superior al del catalizador quimico; por esta razén,
los principales objetivos que se persiguen en las investigaciones relacionadas con el uso de
lipasas en la produccion de biodiesel son: el desarrollo de biocatalizadores que puedan
mantener su actividad catalitica en presencia de compuestos como el metanol (Kaieda et al.,
2001), el uso de lipasas intracelulares usando la célula completa a modo de biocatalizador
(evitando el costo de separacion y purificacion de la enzima) (Ban ef al., 2001) o el uso de
métodos de inmovilizacién para poder recuperar y reutilizar la enzima (Chang et al., 2005;
Dizge et al., 2009; Orcaire et al., 2006).

Desde el punto de vista operacional, el uso de lipasas presenta desventajas como el efecto
negativo sobre la actividad por parte del metanol y el glicerol (Shimada et al, 2002),
teniendo que recurrir al uso de solventes en el medio de reaccién (Su y Wei, 2008). A pesar
de las desventajas mencionadas, algunas empresas ya han entrado al mercado de la
produccion de biodiesel catalizado por lipasas. En 2007, Lvming Co. Ltd. establecieron una
linea de produccién enzimatica de biodiesel con una capacidad de 10000 toneladas en
Shangai, China. La produccién empleé la metodologia desarrollada por la Universidad de
Tecnologia Quimica de Beijing, que utiliza como catalizador la lipasa Candida sp. 99-125
(inmovilizada en mebranas textiles), obteniendo un rendimiento de metil ésteres de acidos
grasos de 90% bajo condiciones Optimas. Otra empresa que realiza la produccion
enzimatica de biodiesel en China es Hainabaichuan Co. Ltd. Esta empresa utiliza la
tecnologia desarrollada por la Universidad deTsinghua, la que usa el biocatalizador
comercial Novozyme 435 (Tan et al., 2010).

El diagrama de bloques del proceso productivo de biodiesel catalizado por lipasas se

muestra en la Figura 2.2.
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Alcohol Purificacion — Glicerol
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Figura 2.2 Diagrama de bloques del proceso de transesterificacion catalizado por una lipasa
inmovilizada

Dentro del ambito del uso de biocatalizadores en la produccion de biodiesel, es importante
tener en cuenta la manera en que las enzimas influyen en la reaccion de transesterificacion.
Al respecto existen estudios donde se investiga la cinética de transesterificacion de
triglicéridos con metanol catalizada por la lipasas. Los resultados indican que el mecanismo

de reaccion parece ajustarse a un mecanismo secuencial (Kaieda et al., 1999).

2.3 Sustratos de la Reaccion de Transesterificacion

2.3.1 Fuente de Triglicéridos

El biodiesel puede ser producido a partir de una gran variedad de materias primas. Estas
incluyen a la mayoria de los aceites vegetales comunes provenientes de soya (Noureddini et

10
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al., 2005), semilla de algodon (Kése et al., 2002), palma, mani, raps canola (Jeong et al.,
2004), girasol, cartamo, jatrofa (Shah et al., 2004), coco, y de grasas animales (usualmente
sebo) asi como residuos de aceites usados para frituras (Shimada et al.,, 2002). Por otro
lado, cabe mencionar que actualmente estan siendo explotadas otras fuentes de aceites
como los microorganismos oleaginosos, dentro de los cuales se encuentran levaduras (Li et
al., 2008a; Li et al., 2007c) y microalgas (Amin, 2009; Huang ef al., 2010).

Dentro del ambito nacional, se pueden destacar los estudios de la Fundacion para la
Innovacion Agraria (FIA), los cuales determinan que la mayor cantidad de superficie
cultivable en miras de una futura producciéon de biodiesel, se encuentra entre la VIll y X
regiones, donde seria conveniente la producciéon de raps canola. Ademas, de acuerdo al
Instituto de Biocombustibles de Austria, la tendencia en Europa es la produccién industrial
de biodiesel a partir de aceite de raps canola (como se muestra en la Figura 2.3). Por otra
parte, existe un gran numero de articulos cientificos enfocados al estudio del biodiesel
utilizando aceite de raps canola (Hajar et al, 2009; Dizge et al, 2009; Li et al, 2009; Dizge y
Keskinler, 2008; Cheng et al, 2010; Issariyakul et al, 2008), lo que entrega un buen marco de
referencia a la hora de comparar resultados y analizar las posibles ventajas del desarrollo de

nuevos procedimientos en la produccién de biodiesel.

@ Aceite de raps

W Aceite de girasol
O Aceite de so?la
O Aceite de palma
o Otros aceites

B84%

Figura 2.3 Principales aceites usados en la produccion de biodiesel en Europa.

A continuacién se muestra la Tabla 2.1 con la composiciéon de algunos aceites enunciados
anteriormente (Ma y Hanna, 1999).
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Tabla 2.1 Perfil de acidos grasos de aceites vegetales empleados en la produccion de
biodiesel

Composicion de acidos grasos (%p/p)
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 22:0 22:1 240

Fuente de aceite

Maiz 117 19 252 606 05 02 O 0 0
Algodon 283 09 133 575 0 0 0 0 0
Crambe 21 07 189 90 69 21 08 585 1,1

Mani 114 24 483 319 09 13 25 0 1,2

Raps/Canola 35 09 644 223 82 0 0 0

Soya 118 32 233 555 63 0 0 0

Girasol 61 33 169 737 O 0 0 0

Respecto al perfil de acidos grasos, el aceite de raps canola también presenta ventajas
frente a la mayoria de las demas fuentes de triglicéridos. En general, un aceite con un perfil
de acidos grasos rico en acido linolénico (C18:3) o acido linoleico (C18:2) da como producto
un metil éster mas propenso a oxidacion que un aceite cuyo contenido de acidos grasos es
rico en acido oléico (C18:1) (como es el caso del aceite de raps canola). Ademas, los dobles
enlaces estan expuestos a reacciones de polimerizacion dando productos de mayor peso
molecular, incrementando asi la viscosidad de la mezcla y dando pie a la formacion de
especies insolubles que causan problemas en los motores al depositarse (Knothe, 2006).
Para la seleccion de la fuente de triglicéridos se debe considerar las propiedades vy
requerimientos del producto final. Al respecto, se ha observado que se obtiene un biodiesel
con un numero de cetano (NC) mas bajo al tener presentes en la materia prima acidos
grasos con mayor numero de insaturaciones y un NC mas alto al tener un alquil éster con un
largo de cadena mayor (Knothe, 2006). Esto nos lleva a la eleccion de un aceite que
mantenga un equilibrio entre insaturaciones y largo de cadena, el que esta presente en el
caso del aceite de raps, que principalmente se compone de acidos grasos de 18 carbonos y
una insaturacion.

Otro criterio para poder seleccionar la fuente de triglicéridos es el contenido de acidos
grasos saturados en el aceite, siendo las grasas de origen animal una fuente poco adecuada
para llevar a cabo la produccion de biodiesel. La desventaja de la presencia de acidos
grasos saturados es que cuando la temperatura desciende entre 0 y -2°C, los alquil ésteres
de acidos grasos saturados presentes en el biodiesel tienden a la nucleacién de pequerios

cristales. Estos cristales restringen el flujo a través de las lineas de combustible pudiendo
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presentarse fallas en el motor (Knothe, 2006).

Del analisis anterior, se desprende que debe existir un equilibro en el perfil de acidos grasos
de la fuente de triglicéridos seleccionados, con el fin de lograr un producto de alta calidad.
Asi, el aceite que se ajusta de mejor manera a los requerimientos sefialados, es el aceite de

raps canola, con el que se trabajara en la presente investigacion.

2.3.2 Aceptor de acilo

En la reaccion de transesterificaciéon para la produccion de biodiesel, los alcoholes con mas
de tres atomos de carbono se disuelven completamente en el aceite al ser agregados en
cantidades estequiométricas, pero la solubilidad de metanol y etanol es 1/2 y 2/3 de la
cantidad estequiométrica respectivamente. Segun lo anterior, se presume que la baja
conversion de metil ésteres de acidos grasos es debido a la inhibicién de la lipasa por
contacto con el metanol o etanol insoluble en el aceite. EI metanol es consumido
completamente en la reaccion de transesterificacion de aceites vegetales con una cantidad
de moles menor a 1/3 de la cantidad estequiométrica usando lipasa de C. anfarctica, pero la
conversion disminuye significativamente al adicionar una cantidad de moles equivalente a
1/2 de la cantidad estequiométrica (Shimada ef al., 2002).

Por otra parte, se ha investigado también el uso de alcoholes como 2-propanol (Modi et al.,
2006) y n-butanol (Sakai et al., 2010), los que podrian entregar un mayor rendimiento de
alquil ésteres de acidos grasos; sin embargo, se debe tomar en cuenta que los rendimientos
de alquil ésteres de acidos grasos presentados en la mayoria de los articulos cientificos se
presentan en %p/p, siendo légico encontrar rendimientos superiores mientras mayor sea el
peso molecular del alcohol utilizado.

Otros estudios han utilizado alcoholes de mayor peso molecular. Un ejemplo de esto es un
estudio realizado para llevar a cabo la transesterificacion de aceite de raps con 2-etil-1-
hexanol, alcanzando una conversiéon de ésteres de 97% p/p al usar lipasa en polvo de

Candida rugosa como biocatalizador (Linko ef al., 1998).
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De igual forma, se ha investigado el uso de alcoholes alifaticos en el rango C4-C18:1
usando lipasa inmovilizada de Mucor miehei (Lipozyme IM-20) en medio libre de solvente.
De esta manera, se observd que el rango de conversion de ésteres se encontraba entre
86,8 y 99,2% p/p, y que el punto de fusién de los alquil ésteres aumentaba continuamente
con el aumento del largo de la cadena del alcohol (desde C4 a C18) y disminuia al usar
alcoholes con el mismo largo de cadena pero con una insaturacién (como es el caso de C18
y C18:1) (De et al., 1999). De esta forma, el producto final no tendria buenas propiedades
para ser usado como combustible en motores, debido a que al bajar la temperatura se corre
el peligro de que los ésteres de alquilo cristalicen, perjudicando el funcionamiento del motor.
Lo anterior apoya la idea de la eleccion de metanol o etanol tomando en cuenta la calidad
del producto final, adquiriendo mayor importancia el desarrollo de una estrategia para
minimizar los efectos negativos de estos alcoholes sobre las lipasas.

En cuanto a los alcoholes usados en la reaccién de transesterificacién, se puede mencionar
también el trabajo de Nelson y colaboradores (1996), en el que se llega a la conclusion de
que la lipasa de M. miehei (lipasa inmovilizada Lipozyme IM60) es mas eficiente para
convertir triglicéridos a sus correspondientes alquil ésteres usando alcoholes primarios,
mientras que la lipasa de C. antarctica (SP435) es mas eficiente para transesterificar
triglicéridos usando alcoholes secundarios, dando como resultado alquil ésteres ramificados.
A pesar de obtener mejores resultados con alcoholes de tres o mas atomos de carbono,
éstos representan un mayor costo, haciéndose necesario encontrar otras estrategias que
permitan el uso de metanol o etanol. Al respecto, el metanol es uno de los mayormente
utilizados debido a su bajo costo, aunque en la actualidad el costo del etanol ha disminuido
a niveles competitivos con el metanol debido al aumento de su produccion como
biocombustible (bioetanol).

2.4 Lipasas

2.4.1 Clasificacion y usos

Las lipasas (carboxilesterasas o acilglicerol acilhidrolasas, EC 3.1.1.3) catalizan la hidrélisis

reversible de triglicéridos a glicerol y acidos grasos libres en medio acuoso.
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Actualmente, se han encontrado aplicaciones del uso de lipasas para la sintesis de
biopolimeros, biodiesel, produccion de farmacos, agroquimicos enantioméricamente puros y
compuestos saborizantes entre otros (Jaeger y Eggert, 2002).

Al utilizar lipasas en medios organicos o con baja actividad de agua el equilibrio
termodinamico favorece a la sintesis sobre la hidrélisis, ademas de aumentar la estabilidad
térmica de la enzima. Bajo estas condiciones, las lipasas pueden catalizar reacciones como
la esterificacion (entre un alcohol y un acido carboxilico) y la transesterificacion (intercambio
de residuos de alcohol o acido entre un éster y un acilo o alcoxilo), que dependiendo del
dador de acilo se pueden subclasificar en acidélisis (cuando se usa un acido), alcoholisis
(cuando se usa un alcohol) o interesterificacién (cuando se usa otro éster) (Zaks, 1996).
Entre las principales razones por las que estos biocatalizadores son tan empleados en la

industria biotecnoldgica se encuentra que:

a Usualmente muestran wuna gran quimioselectividad, regioselectividad vy
estereoselectividad.
b Estan disponibles en grandes cantidades debido a que pueden ser producidas con

altos rendimientos en microorganismos tales como hongos y bacterias.

& Se ha dilucidado la estructura tridimensional de varias lipasas, facilitando
considerablemente el disefio de estrategias de ingenieria de proteinas.

d Usualmente no requieren de cofactores ni catalizan reacciones laterales.

Existen mas de 130 biotransformaciones llevadas a cabo a nivel industrial por lipasas, la
mayoria en el area de quimica fina e intermediarios farmacéuticos (Straathof et al., 2002). En
las ultimas décadas se han realizado esfuerzos para desarrollar enzimas inmovilizadas en
soportes con el objetivo de facilitar su uso en procesos continuos y especialmente para

minimizar los costos, facilitando la separacién y reutilizacién del biocatalizador.

2.4.2 Estructura y mecanismo de activacion

Una de las principales caracteristicas de las lipasas es su activacion en presencia de
interfaces hidrofébicas. Las lipasas tienen la capacidad de presentar dos diferentes formas
estructurales. Una de ellas se genera cuando el centro activo de la enzima se encuentra
inaccesible al medio de reaccidon (en ausencia de interfase), debido a que es cubierto por

una cadena polipeptidica llamada “lid” o tapadera, generando una estructura inactiva. La otra
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forma estructural se presenta cuando la “lid” se encuentra desplazada y el centro activo se
encuentra expuesto al medio de reaccion (Brady et al., 1990). En presencia de un medio
hidrofébico (interfase en un medio acuoso o en un medio organico), la “lid” se abre, debido a
que la cara interna de esta tapadera y la zona circundante del sitio activo es muy hidrofobica,
permitiendo el libre acceso de los sustratos al sitio activo (activacion interfacial) (Miled et al.,
2001; Verger, 1997). En un medio hidrofilico, la “lid” se mantiene cerrada, por lo cual en un

medio acuoso existe un equilibrio desplazado hacia la forma cerrada.

2.5 Biocatalizadores utilizados en la produccion de biodiesel

2.5.1 Lipasas extracelulares en sintesis de biodiesel

Respecto a la catalisis enzimatica, se puede mencionar que es posible realizarla utilizando
lipasas purificadas secretadas por los microorganismos al medio de cultivo (lipasas
extracelulares) (Nelson et al., 1996; Li et al., 2006; Modi et al., 2006) o usando directamente
los microorganismos productores de lipasas intracelulares a modo de biocatalizadores (Zeng
et al., 2006; Li et al., 2007a; Li et al., 2007b; Hama et al., 2007; Li et al., 2008b; Qin et al.,
2008), lo que disminuye los costos del biocatalizador pero se consiguen conversiones de
alquil ésteres de acidos grasos no mayores a 80% (Li ef al., 2007b; Li et al., 2008b). Debido
a que el presente estudio se enfoca en un método de inmovilizacioén de lipasas, el presente
apartado se centra en el uso de lipasas extracelulares que han sido purificadas y/o
inmovilizadas para su aplicacion en la produccion de biodiesel.

A continuacion se muestra la Tabla 2.2 con un resumen de las lipasas extracelulares
comunmente utilizadas en la transesterificacion de aceites o grasas para la obtencion de

biodiesel.
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Tabla 2.2 Lipasas extracelulares aplicadas a la produccion de biodiesel

Microorganismo Alcohol Uso Conversion :
Referencia
productor usado co-solvente (%)
Pseudomonas .
metanol 1,4-dioxano >95 Iso et al., 2001
fluorescens’®
Escherichia col® metanol n-heptano 92 Luo et al., 2006
Rhizomucor
, metanol hexano 95 Nelson et al., 1996
miehef®
Candida
antarctica®/ )
metanol tert-butanol 95 Li et al., 2006
Thermomyces
lanuginosa®
Thermomyces
) metanol — 98 Xu et al., 2004
lanuginosa®
Burkoldheria .
g etanol - 92 Kumari et al., 2007
cepacia
Aspergillus
- metanol ————— 90 Chen et al., 2008
oryzae®
Rhizopus oryzae® metanol mmeen 80 Kaieda et al., 1999
Burkoldheria .
= etanol = - - 72% Abigor et al., 2000
cepacia
Burkholderia
etanol =0 0o——- 65% Noureddini et al., 2001
fluorescens®
Candida rugosa® 30,8
B. cepacia® metanol —_— 32,6 Kaieda et al., 2001
B. fluorescens® 29,4

a: lipasas inmovilizadas

b: lipasa libre en solucién acuosa

c: lipasa con 1(3)-regioespecificidad

d: lipasa de B. fluorescens clonada y expresada en E.coli
e: reaccion en sistema bifasico aceite/agua

En definitiva y tomando en consideracion los antecedentes presentados en esta seccion, se
ha decidido trabajar en una primera etapa con las lipasas provenientes de los siguientes
microorganismos: Rhizomucor miehei, Candida rugosa (cylindracea), Burkholderia cepacia,
Burkholderia fluorescens, Thermomyces lanuginosus y Rhizopus oryzae.
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2.5.2 Mecanismo de reaccion

El mecanismo Ping-Pong Bi Bi con inhibicion competitiva por alcohol es el modelo mas
aceptado para las reacciones de transesterificacion y esterificacion catalizadas por lipasas en
medios no acuosos (Figura 2.4). Este efecto inhibidor puede ser explicado debido a que el
alcohol formaria un complejo irreversible con la enzima, por lo que s6lo parte de la enzima se
encuentra disponible para realizar la catalisis de la reaccion (Janssen et al., 1996). Esto se
suma a la baja solubilidad de alcoholes de cadena corta (menos de tres atomos de carbono)
en medios organicos como son los triglicéridos. Lo anterior resulta en que el alcohol se
concentra en las cercanias de la enzima, debido a su caracter hidrofilico, magnificando los
efectos negativos producidos. Al respecto, es importante enfatizar que el caracter de
inhibidor competitivo del metanol concuerda con el efecto negativo reportado en la mayoria
de los estudios que investigan el uso de biocatalizadores en la producciéon de biodiesel
(Chen y Wu, 2003; Shimada et al., 1999).

Acilglicérido (T, D o M) Alcohol (A) Glicerol (G), DoM  Alquil Ester (B)
k1Ik1 ' kBka:" kSI kO‘I
>
& k2 k4 E
(E.T/ID/IM=—== E.F) (E.F.AW E.B.G/M/D) EB

k7

4-—1-{7,-—5 Alcohol (A)

E.A

Figura 2.4 Mecanismo Ping-Pong Bi Bi para la reaccion de transesterificacion catalizada por
lipasas (Al-Zuhair, 2006). E: lipasa, T: triglicérido, D: diglicérido, M: monoglicérido, E.A:
Complejo lipasa-alcohol; E.T/D/M: Complejo formado por la lipasa y alguno de los
acilglicéridos, E.F: Complejo lipasa-acido graso libre, E.F.A: Complejo lipasa-acido graso
libre-alcohol, E.B.G/M/D: Complejo formado por la lipasa el alquil ester y glicerol,
monoglicérido o diglicérido, E.B: Complejo lipasa-alquil ésteres (biodiesel).

Hasta ahora los mecanismos cinéticos de reacciones catalizadas por lipasas, se han basado
en la hidrélisis de triglicéridos o la esterificacion de acidos grasos (Hermansyah et al., 2006;
Reyes y Hill, 1994; Xu et al., 2005). Solamente se han encontrado un pequefio nimero de
estudios cinéticos en la transesterificacién de aceites con lipasas inmovilizadas (Cheirsilp et
al., 2007; A-Zuhair, 2005; Al-Zuhair et al., 2007). En este proceso de dos etapas, los
triglicéridos son primero hidrolizados para producir acidos grasos libres, los que
posteriormente son esterificados para producir nuevos ésteres (Al-Zuhair et al., 2007).

18



Revisién Bibliografica

En la Figura 2.5 se muestra el esquema del modelo de reaccion propuesto para la reaccion
de tranesterificacion de triglicéridos catalizada por lipasas:

Sustrato (S)
(a) :,’ - CH R
<. H 1{‘- Ng -
/L/? L S R o
103 : 10:
8 1 [ -
H; —F—C—cm g HC ? CH;
N: ? N+ 7
co’ cor’
Triglicérido e

Complejo enzima-sustrato (ES)

Porcién
CH‘?\ !E( de glicerol (G)

:0—C=0

S
10}

¢ 1 H ?

Y BCF—C—Cl

Metil éster de
acido graso (Bd)

(E-AcA)

Figura 2.5 Mecanismo de produccién enzimatica de biodiesel a partir de triglicéridos (Al-
Zuhair et al., 2007).
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Como se puede apreciar en la Figura 2.5, los grupos funcionales acidos y basicos
encontrados en el sitio activo de la enzima, catalizan la reaccidén donando o aceptando
protones durante el curso de la transesterificacion. Los acidos conjugados de aminas, por
ejemplo, son dadores de protones, mientras que las aminas e iones carboxilatos son
aceptores de protones. Transfiriendo protones hacia y desde estos grupos al sustrato, la
enzima lleva a cabo la reaccion dentro del sitio activo. Existen dos grupos funcionales que
son parte del sitio activo y que han sido identificados como los grupos mas importantes para
el proceso catalitico. Uno es el grupo hidroxilo, que actua como un nucledfilo, y el otro es el
atomo de nitrégeno de un grupo amino, el cual acepta un proton para luego devolverio
durante la reaccion. El mecanismo consiste en los siguientes cuatro pasos (Al-Zuhair et al.,

2007), los que se representan en la Figura 2.5:

a) La adicion nucleofilica para formar el complejo enzima sustrato, donde el nucledfilo
es el oxigeno del grupo hidroxilo del sitio activo.

b) La transferencia de un protén desde el acido conjugado de la amina hacia un atomo
de oxigeno del sustrato, formando una porcién de la molécula de glicerol. Si el
sustrato inicial es un triglicérido, entonces se formara un diglicérido, mientras que si
es un diglicérido se formara un monoglicérdio y finalmente si es un monoglicérido se

formara glicerol.

c) El atomo de oxigeno de una molécula de metanol se adiciona al tomo de carbono
del C=0 del intermediario acilo enzima para formar el complejo acilado enzima-
alcohol.

d) Finalmente, el atomo de oxigeno del complejo enzimatico es eliminado y se
transfiere un protén desde el conjugado acido del grupo amino, obteniéndose una
molécula de alquil éster de acido graso (biodiesel).
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2.5.3 Estrategias para el uso de biocatalizadores en la produccion de biodiesel

Como se ha podido apreciar en los capitulos anteriores, no siempre se obtienen altos
rendimientos de conversion de alquil ésteres de acidos grasos al utilizar lipasas
inmovilizadas como catalizadores de la reacciéon de transesterificacion. Las principales
causas de la pérdida de actividad y bajos rendimientos de conversion son el uso de metanol
como aceptor de acilo y el deposito de glicerol en la superficie del biocatalizador (Drapcho et
al., 2008; Li et al., 2006; Iso et al., 2001). A continuacion se presentan algunas de las

estrategias abordadas para aumentar el rendimiento de conversion:

Uso de alcoholes de mayor largo de cadena

Para evitar el problema de la pérdida de actividad del biocatalizador en presencia de
alcoholes como metanol o etanol, se ha investigado el uso de alcoholes como 2-propanol
(Modi et al., 2006), n-butanol (Sakai et al., 2010), 2-etil-1-hexanol (Linko et al., 1998) y
alcoholes alifaticos en el rango C4-C18:1 (De et al., 1999). Si bien con alcoholes de cadena
larga se obtiene la ventaja de alcanzar mayor rendimiento de conversion de alquil ésteres de
acidos grasos, la desventaja es que mientras mayor sea el largo de la cadena del alcohol, el
producto se hace mas propenso a cristalizar a mayores temperaturas, dificultando su uso en

motores.

Reemplazo de alcoholes por alquil acetatos

Esta estrategia permite evitar el efecto negativo tanto del alcohol como del glicerol sobre la
actividad de la enzima (Drapcho et al., 2008). Como se mostré en el punto 2.3, las lipasas
también son capaces de catalizar la reaccion de interesterificacion. Al cambiar el alcohol por
metil acetato (Xu et al., 2003; Du et al., 2004) o etil acetato (Modi et al., 2007), se produciran
los metil ésteres de acidos grasos y triacetilglicerol, el que queda integrado en el biodiesel
final sin afectar las propiedades del biocombustible, lo que es muy conveniente debido a que
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se ve aumentada la cantidad de biodiesel producido por cantidad de aceite en relacion al
proceso que utiliza metanol, viéndose favorecida ademas la recuperacion de la lipasa. Sin
embargo, la cantidad de enzima utilizada es de 30%p/p en relacién al peso de aceite y la
relacion metil acetato:triglicéridos es de 12:1, mucho mayor que al usar metanol (entre 3 y
6:1) (Xu et al., 2003), lo que aumentaria los costos de producciéon tomando en cuenta que el

costo de metanol y etanol es aproximadamente 10 veces menor al costo de metil acetato.

Uso de co-solventes en el medio de reaccién

Otra de las opciones para evitar los efecto negativos del metanol y el glicerol en la actividad
del biocatalizador y el rendimiento de conversion de la reaccién, es el uso de co-solventes
como 1,4-dioxano (Iso et al., 2001) y tert-butanol (Li et al., 2006). El tert-butanol es un
solvente organico relativamente hidrofilico por lo que el metanol y el glicerol son solubles en
él, evitando los efectos negativos anteriormente nombrados. Al respecto, el uso combinado
de Lipozyme TL IM y Novozym 435 en un sistema que contiene tert-butanol como co-
solvente, entregd un rendimiento de conversién de metil ésteres de acidos grasos de
95%p/p (Li et al., 2006). Esta tecnologia ha sido recientemente aplicada a la produccion
industrial de biodiesel en China con una capacidad de 20000 toneladas anuales,
transformandose en la primera planta a escala industrial de producciéon de biodiesel
catalizada por lipasas. En otras investigaciones se ha experimentado también con hexano
como co-solvente, generando una conversion cercana a 80%p/p (Nelson et al., 1996).

Por otro lado, se ha reportado la transesterificacion de aceite de girasol con alcoholes como
metanol, etanol y butanol en presencia y ausencia de éter de petréleo como co-solvente. Los
rendimientos obtenidos usando etanol y butanol fueron altos incluso en ausencia de
solvente, pero al usar metanol, se encontré que sélo se producian trazas de metil ésteres de
acidos grasos en ausencia de solvente (Mittelbach, 1990).

Otro enfoque relativo al medio de reaccién se refiere al uso de liquidos ionicos en la
produccién de biodiesel catalizada por enzimas. Estos liquidos iénicos son sales organicas
completamente compuestas de iones, destacandose como buenos sustitutos al uso co-

solventes organicos volatiles, toxicos e inflamables. Al respecto, se ha estudiado una amplia
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gama de liquidos idnicos, de los cuales el [Emim][Tfo] permitié alcanzar la mayor conversion
de metil ésteres de acidos grasos con un 80%p/p (Ha et al., 2007).

Adicion de metanol o etanol en pasos sucesivos

Cuando se realizan reacciones conteniendo mas de 1,5 equivalentes molares de metanol
respecto al aceite, el metanol permanece como gotas dispersas, inactivando a las moléculas
de lipasas cercanas a las gotas de metanol. Por ello, la metodologia operacional de agregar
en varios pasos el metanol a la mezcla de reaccion para no superar este valor, se presenta
como una buena solucién para mantener el metanol completamente disuelto en la mezcla
(Shimada et al., 2002).

En algunos estudios se han abocado a mejorar la eficiencia del proceso usando metanol
como aceptor de acilo y sin el uso de co-solventes (Shimada et al., 1999). En este estudio
se aplico la adicion de metanol por pasos sucesivos para evitar la inactivacion y/o inhibicién
de la lipasa y lograr mayores rendimientos de conversion. Asi, se obtuvo una conversion
cercana a 95%p/p. Debido a los altos rendimientos de conversién obtenidos, se ha realizado
un gran numero de trabajos en los que se aplica esta estrategia (Nelson et al., 1996).

Pretratamiento del biocatalizador

Por otro lado, se ha propuesto el pretratamiento de enzimas inmovilizadas incubandolas en
metil oleato y subsecuentemente en aceite de soya. Esta estrategia disminuy6 los efectos
inhibitorios del metanol, alcanzando altas conversiones de metil ésteres de acidos grasos
(Samukawa et al., 2000).
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Reactivacion del biocatalizador

Otros autores se han enfocado en la reactivacién de biocatalizadores que han estado en
presencia de metanol. Al respecto se ha estudiado el uso de tert-butanol y 2-butanol para
reactivar la enzima mediante lavados. Los resultados muestran que luego de una
inactivacion y/o inhibicion casi total de la enzima, se logré recuperar el 56% de la actividad
con 2-butanol y el 75% de la actividad con tert-butanol (Cheng y Wu, 2003).

Irradiacién ultrasénica para emulsificacion

La irradiacién ultrasénica de baja frecuencia es una herramienta util para la emulsificacién
de liquidos inmiscibles. Al respecto se han realizado investigaciones (Wang et al., 2007) que
han intentado aplicar la irradiacion ultrasénica (la cual es usada exitosamente en el proceso
de transesterificacion empleando un catalizador quimico) en la reacciéon catalizada por
lipasas. El trabajo citado anteriormente utilizd la lipasa Novozym 435 para catalizar la
reaccion de transesterificacion de aceite residual (alto indice de acidez) y 1-propanol bajo
condiciones asistidas por ultrasonido, obteniendo finalmente una conversion de 94,9%p/p de

propil oleato.

2.5.4 Limitaciones de transferencia de masa interna y externa

La inmovilizacién enzimatica posee ventajas como el aumento de la estabilidad térmica y el
facil manejo y recuperacién del biocatalizador. Sin embargo, también tiene desventajas.
Debido al gran tamario molecular de los triglicéridos y alquil ésteres de acidos grasos, se
dificulta su difusion a través de los pequefios poros de los soportes para alcanzar el lugar
donde ha quedado inmovilizada la enzima, mientras que el reactante que se encuentra
parcialmente soluble en el medio de reaccién (alcohol) debe viajar a través del aceite que
llena los canales del soporte. Mientras mayor sea el tamario de particula, es mas probable
que se presenten limitaciones de transporte interno, generando una disminucién en la

24



Revision Bibliografica

eficiencia de la enzima. Igualmente, las limitaciones de transferencia de masa externa
podrian surgir, debido a la formacion de una pelicula alrededor del soporte, efecto que
puede ser paliado aumentando la agitacion en reactores batch y reactores continuos de
tanque agitado o incrementando el flujo en reactores de lecho empacado (Fjerbaek ef al.,
2009).

En el caso de la produccion de biodiesel, un subproducto como el glicerol podria formar la
pelicula de caracter hidrofilica en la superficie del biocatalizador, impidiendo el contacto del
sustrato hidrofébico (acilgliceroles) con la enzima. Al respecto, se ha reportado que el
glicerol disminuye la actividad de la enzima inmovilizada, debido mas probablemente a las
limitaciones de transferencia de masa que a una inhibicién enzimatica en estricto rigor
(Belafibako et al., 2002; Dossat et al., 1999).

2.5.5 Inmovilizacion de lipasas en produccion de biodiesel

Se entiende por enzima inmovilizada aquella quimica o fisicamente asociada a (o contenida
en) un soporte o0 matriz que no es esencial para su actividad. Esta definicion no supone que
el soporte deba ser un sélido insoluble, ni que la enzima no se encuentre en solucién dentro
del sistema que la contiene (lllanes, 1994). Lo anterior es valido en la mayoria de los
metodos clasicos de inmovilizacién que utilizan soportes, como por ejemplo, la adsorciéon
fisica dentro de un soporte soélido, el enlace covalente a un soporte sélido y atrampamiento
fisico dentro de un soporte de matriz polimérica. Sin embargo, en el caso del presente
estudio, la definicion de enzima inmovilizada no contempla el uso de soportes (ver punto
2.5).

Independiente de la definicién de "inmovilizacién enzimatica" o del método utilizado para
lograrla, ésta técnica representa una forma de eliminar alguna de las “desventajas”
inherentes a las enzimas, o mejor dicho, cualidades que no son convenientes al usar
biocatalizadores en procesos industriales. Algunas de estas caracteristicas son la dificultad
de recuperacion desde el medio de reacciéon y la pérdida de actividad catalitica bajo
condiciones operacionales (alta temperatura, pH extremo, presencia de solventes organicos)
(Gerhartz, 1990).
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Respecto a las lipasas, las interacciones lipofilicas de las partes hidrofébicas de esta enzima
con el sustrato o solvente organico, podrian dejar a la enzima retenida en el soporte en una
conformacion mas activa (Bastida ef al, 1998). En solucion tampén, por ejemplo, los
aminoacidos mas hidrofilicos de la lipasa son expuestos al medio de acoplamiento y la
enzima tiende a plegarse. Sin embargo, en un medio de baja polaridad como por ejemplo el
heptano (logP= 4,0) los dominios lipofilicos de la lipasa podrian interactuar con dicho
solvente organico. Este Ultimo efecto parece ayudar a inducir cambios conformacionales de
la lipasa, resultando en una forma mas activa, lo que permitiria el facil acceso del sustrato al
sitio activo de la lipasa inmovilizada y aumentaria la actividad de ésta a traves del
“mecanismo de activacion interfacial” (Palomo et al., 2002). Como prueba de lo anterior, los
estudios muestran que el rendimiento de alquil ésteres solo alcanzé un 20% en 4 h de
reaccion empleando como biocatalizador una lipasa previamente inmovilizada en presencia
de la solucién tampén, en cambio, la conversion llegé a un 70% usando heptano como
medio de unién al soporte.
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Como se muestra en la Tabla 2.3, los biocatalizadores usados en la produccién de biodiesel

han sido inmovilizados en una variada gama de soportes.

Tabla 2.3 Soportes utilizados en la inmovilizacion de lipasas para la produccion de biodiesel

Microorganismo

Soporte Tipo de union : Referencia
productor de lipasa
Zeolita _ .
_ Adsorcion T. lanuginosa Yagiz et al., 2007
Hidrotalcita
C. antarctica _
Silica aerogel Encapsulacion _ Ocaire et al., 2006
B. cepacia
Kaolinita Adsorcién B. fluorescens Iso et al., 2001
Resina apolar Adsorcién .
) A Candida sp. 99-125 Yang et al., 2006
macroporosa hidrofébica

Matriz sol-gel de

Encapsulacién

B. cepacia

Hsu et al., 2004

filosilicato T. lanuginosa
Celita Adsorciéon C. viscosum Shah et al., 2004
Accurel MP1004 ] C. Antarctica
Adsorcion . 5 '
(macroporos de ) R. miehei Salis et al., 2005
) ] hidrofobica )
polipropileno) B. cepacia
Nanoparticulas
magnéticas de Adsorcion .
o . ) C. cylindracea Guo et al., 2003
polivinil acetato- hidrofébica
divinilbenceno
Resina
macroporosa de Adsorcion ]
) ) ) ] C. antarctica Chang et al., 2005
polipropileno hidrofébica
(Novozym 435)

Si bien, el uso de soportes mejora en algunos casos tanto la estabilidad como la actividad de
la lipasa inmovilizada, ademas de incrementar el rendimiento de conversién de alquil ésteres
de acidos grasos en la reaccion de transesterificacion, el costo del biocatalizador
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inmovilizado es elevado debido al uso del soporte, el cual representa mas del 90% de la
masa del biocatalizador. Por este motivo el presente estudio plantea el uso de CLEAs de
lipasa, metodologia de inmovilizaciéon que no requiere del uso de soporte (ver secciones 2.5
y 2.6).

2.6 Inmovilizacion de enzimas sin uso de soporte

El mejoramiento de los biocatalizadores en cuanto a su estabilidad y actividad puede ser
logrado a menudo mediante los métodos convencionales de inmovilizacion con uso de
soportes (Clark, 1994; Cabral y Kennedy, 1993; Rocchietti et al., 2002). Sin embargo, el uso
de un soporte provoca la diluciéon de la actividad de las enzimas inmovilizadas, debido
principalmente a la introducciéon de una gran fraccion de masa no catalitica que va entre 90 y
99,9%. Inevitablemente, esto desemboca en la obtencion de bajas productividades (Tischer
y Kasche, 1999). Asi, los métodos de inmovilizacién que requieren el uso de soporte,
entregan rendimientos de inmovilizacién cercanos al 50% de la actividad inicial (Bryjak y
Kolarz, 1998), especialmente a altas cargas enzimaticas (Janssen et al., 2002). Segun lo
anterior, se han realizado avances en materia de enzimas inmovilizadas sin uso de soporte
(Cao et al. 2003), comenzando con los CLEs (enzimas entrecruzadas) (Habeeb, 1967;
Jansen y Olson, 1969), para posteriormente generar el desarrollo de los CLECs (cristales
enzimaticos entrecruzados) (Leothanacharion et al., 2008; Noritomi et al., 2007; Roy y
Abraham, 2006; Gogoi et al.,, 2006), y los CLEAs (agregados enzimaticos entrecruzados)
(Cao et al., 2000).

2.6.1 CLE

El desarrollo del entrecruzamiento de enzimas se presentd inicialmente como una estrategia
para el aumento de la estabilidad térmica de estos biocatalizadores. Sin embargo, el
entrecruzamiento requiere de un delicado balance entre varios factores, como la cantidad de

agente de entrecruzamiento, temperatura, pH y fuerza idnica. Al respecto, el
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entrecruzamiento intermolecular de enzimas altamente solvatadas a menudo tiene varias
desventajas, como la baja retencién de actividad, baja reproducibilidad y baja estabilidad
mecanica. Ademas se han encontrado dificultades para la manipulacién de los CLE debido a
que son de consistencia gelatinosa y es dificil de controlar los parametros geométricos de
las enzimas entrecruzadas en forma aleatoria (Cao et al., 2003).

2.6.2 CLEC

Se han producido CLECs de enzimas como subtilisina (Noritomi et al, 2007), alcohol
dehidrogenasa (Lee et al., 1986), lacasa (Roy y Abraham, 2006), organofosfato hidrolasa
(Leothanacharion et al., 2008) y lipasa (Gogoi et al., 2006). Los CLECs muestran un
aumento de la estabilidad térmica y mecanica respecto a los CLEs (Quiocho y Richards,
1966). Tienen un amplio rango de estabilidad a distintos pH (Tuchsen y Ottesen, 1977) y
muestran un aumento de la estabilidad en presencia de solventes organicos (Lee et al.,
1986). Sin embargo, la cristalizacién es una metodologia que implica un alto costo debido a
que para obtener los cristales se debe tener la enzima altamente purificada y ademas es
crucial minimizar el tamafio de los cristales para poder retener una alta actividad en el
biocatalizador (Quiocho y Richards, 1966).

2.6.3 CLEA

Al Cambiar las propiedades que afectan la proximidad de las moléculas enzimaticas
solubles, se pueden formar agregados fisicos (enzima precipitada) los que luego de ser
entrecruzados formarian CLEAs. Por ejemplo, es posible formar agregados cambiando el
estado de hidratacion de la enzima, alterando la constante electrostatica de la solucién al
agregar agentes precipitantes adecuados tales como los empleados en la purificaciéon de
proteinas (Rothstein, 1994). Bajo estas condiciones, las moléculas de enzima altamente
solvatadas se asociarian hasta el punto en el que precipitan como agregados insolubles.
Analogo a los CLECs, estos agregados insolubles pueden ser entrecruzados por la adiciéon
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de un entrecruzante bifuncional. EI CLEA formado muestra de esta forma actividades y
estabilidades comparables a los CLECs (Cao et al., 2001).

Comparado con otros métodos de inmovilizacién enzimatica sin uso de soportes, el uso de
CLEAs es aun una tecnologia emergente y en desarrollo, por lo que aun quedan por
explorar aspectos criticos, como por ejemplo, cémo controlar el tamafio de las particulas sin
provocar problemas de caracter difusional, como hacer que la conformacion de la enzima
sea flexible, y como modular la actividad enzimatica y selectividad alterando las condiciones
de agregacion. Actualmente la atenciéon se ha dirigido a la elaboracién de CLEAs de un
amplio rango de enzimas, nuevos métodos de agregacion y nuevos agentes de

entrecruzamiento.

Con el fin de esquematizar la metodologia de elaboracién de CLEAs, a continuacion se

muestra la Figura 2.6.

~__Agente Agente de
J precipitante entrecruzamiento
X~ oo )
— Oe .. @: T— @: %
m Eaae : @CJ
e oo e @
@ @ 60@ 20 % ‘%
So_lucjé_n Enzima CLEA
enzimatica precipitada

Figura 2.6 Esquema de la preparacién de CLEAs considerando las principales etapas del
proceso, como son la precipitacién y el entrecruzamiento.

Precipitacion

La precipitaciéon inducida por la adicién de sales, solventes organicos y polimeros no iénicos
o acidos (Hofland et al, 2000) a soluciones acuosas de proteinas es un método
comunmente usado para la purificaciéon de proteinas. Estos agregados fisicos son
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estructuras supramoleculares unidas mediante enlaces no covalentes, los que se disuelven
al resuspenderlos en agua.

La precipitacion mediante la adicion de sales obedece al fenémeno de salting out, donde al
aumentar la concentracion de sales en la soluciéon enzimatica, se aumenta la fuerza ibnica,
produciendo la disminucién de la solubilidad de las proteinas. Respecto al uso de solventes
organicos como agentes precipitantes, éstos reducen la solubilidad de las proteinas
mediante la disminucidon de la constante dieléctrica de la solucién acuosa y dismiuyen el
agua libre a los alrededores de la superficie de las proteinas. Por otra parte, la precipitacion
mediante el uso de polimeros no iénicos funciona disminuyendo el agua libre alrededor de la
superficie de las proteinas, uniéndose a los polimeros via puentes de hidrégeno haciendo
precipitar al complejo (Hirose, 2002). Segun lo anterior, la precipitacion se lleva a cabo
mediante diferentes mecanismos, por lo que se contemplara la utilizacién de una sal como el
sulfato de amonio, dos solventes organicos como son el tert-butanol y la acetona y un
polimero no iénico como el polietilenglicol 600, los que se han utilizado anteriormente en los
trabajos realizados con diferentes enzimas para la preparacion de CLEAs (Cao et al., 2001;
Wilson et al., 2006; Kumari et al., 2007).

Entrecruzamiento

Luego de la precipitacién de la enzima, se procede al entrecruzamiento de este agregado
enzimatico mediante agentes de entrecruzamieto, generalmente del tipo homobifuncionales
(contienen dos grupos reactivos funcionales idénticos) para inducir el entrecruzamiento
intramolecular (entre dos sitios de una macromolécula) e intermolecular (entre dos
macromoléculas). El entrecruzamiento intramolecular ha sido usado para aumentar la
estabilidad de proteinas ante la inactivacion térmica y mecanica, determinando la distancia
entre los dos grupos reactivos y detectando diferentes estados conformacionales. El
entrecruzamiento intermolecular (de especial interés para el presente método de
inmovilizacién) se ha usado para caracterizar la naturaleza y extension de interacciones
entre proteinas. Dentro de los agentes de entrecruzamiento homobifuncionales se
encuentran los dialdehidos, siendo de éstos el glutaraldehido uno de los mas utilizados para
el entrecruzamiento de proteinas (Wong, 1993). Por otra parte, la longitud del glutaraldehido
(molécula con cinco atomos de carbono) posibilitaria el entrecruzamiento intra e

intermolecular, sin embargo, los polimeros de glutaraldehido y la concentracion de la
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solucion de glutaraldehido promueven la formaciéon de un entrecruzamiento intermolecular
debido al aumento de tamario de la molécula de entrecruzante (Cheung y Nimni, 1982). En
el caso de la sintesis de CLEA, el entrecruzamiento intermolecular permite que los
agregados enzimaticos se agrupen en unidades de mayor tamafio, permitiendo una mejor
recuperacion del biocatalizador, logrando ademas la estabilizacion del biocatalizador.

Ademas, existen polimeros polifuncionales de alto peso molecular como el dextrano
aldehido (100 a 200kDa), que contienen numerosos grupos aldehidos reactivos conocidos
por ser entrecruzantes efectivos para proteinas o subunidades. El uso del dextrano aldehido
se ha probado en un estudio que utiliza CLEAs de nitrilasa (Mateo et al., 2004), los que
presentan una retencion de actividad baja o inexistente debido al uso de glutaraldehido
como agente de entrecruzamiento. Una posible explicacion es que la reaccién de
entrecruzamiento se da entre el glutaraldehido y algun residuo de lisina cercano al sitio
activo, bloqueando o dificultando la entrada del sustrato; si esto es asi, entonces el
glutaraldehido es particularmente inactivante debido a su alta reactividad y pequefio tamaiio,
lo que permite que penetre en la estructura intema de la proteina. Por ello la solucion que
han planteado Mateo y colaboradores (Mateo et al., 2004) es tener un agente entrecruzante
que no tenga acceso a la estructura interna de la enzima, para lo cual se trabaj6é con un
polialdehido como el dextrano aldehido, lo que solucioné en cierta medida el problema al
obtener un CLEA capaz de retener mayor actividad en el caso de nitrilasas. En la Figura 2.7
se muestra la molécula de dextrano, la que es oxidada para obtener el dextrano aldehido

con el cual se entrecruzaran las lipasas.
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Figura 2.7 Molécula de dextrano
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Por otro lado, el glutaraldehido forma polimeros en solucién. A pH &cido, los polimeros son
hemiacetales ciclicos. A pH neutro o ligeramente alcalino, se forman polimeros de
glutaraldehido a,B-insaturados, los cuales aumentan ampliamente a medida que el pH
aumenta. Presumiblemente estos son los polimeros insaturados que se entrecruzan con los
grupos amino de las proteinas (Wong, 1993). Por tal razén, una de las variables a estudiar
en la produccion de CLEA es el tipo y tamafio del agente de entrecruzamiento, considerando
el uso de glutaraldehido, polimeros de glutaraldehido y dextrano polialdehido, determinando
si ésta variable presenta algin efecto en la actividad, retencién de actividad o el tamafio de
particula del CLEA. En la Figura 2.8 se muestran los pasos de la reaccion de polimerizacion
de glutaraldehido y el entrecruzamiento entre los grupos aldehido con los grupos amino de

las proteinas.
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Figura 2.8 Polimerizacion de glutaraldehido y entrecruzamiento con proteinas. P, y P,
representan proteinas (Wong, 1993).
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Estudio con CLEAs de distintas enzimas

En algunos estudios se ha tratado la optimizacién de la produccién de CLEAs de una
variedad de enzimas, lo que implica la seleccién del precipitante y su concentracion asi
como la concentracion de proteina y del agente de entrecruzamiento.

En la Tabla 2.4 se muestran las enzimas que han sido inmovilizadas mediante la

preparacion de CLEAs.

Tabla 2.4 Preparacion de CLEAs de distintas enzima
Enzima Referencia

Hidrolasas
Nitrilohidratasas
Oxinitrilasas
Sheldon, 2007
Lacasas
Catalasas

Galactosa oxidasas

Oxidasas Schoevaart et al., 2004

Lacasas Cabana et al., 2007

Tirosina Aytar y Bakir, 2008
Penicilina acilasa lllanes et al., 2007

Esta tecnologia es también aplicable a la preparacion de combi-CLEAS, los que contienen
dos 0 mas enzimas para usar por ejemplo en una sintesis en la que se consideran varias
reacciones, como por ejemplo un combi-CLEA oxinitrilasa/nitrilasa para la conversion de
benzaldehido en (S)-acido mandélico con un alto rendimiento y pureza enantiomérica
(Sheldon, 2007).
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2.7 CLEAs de lipasa

Se ha reportado la elaboraciéon de CLEAs de variadas lipasas (Schoevaart et al., 2004;
Lépez-Serrano et al., 2002; Shah et al., 2006), pero aun existen problemas que deben ser
solucionados.

El entrecruzamiento para la formacién de CLEAs se realiza entre un grupo aldehido
(proveniente generalmente del agente de entrecruzamiento) y un grupo amino (proveniente
generalmente de los residuos de lisina presentes en la superficie de la enzima). Sabiendo
ademas que las lipasas poseen una baja cantidad de residuos de lisina en su superficie, se
presenta la problemética de que al intentar producir CLEAs de lipasa, el entrecruzamiento es
deficiente. Para solucionar este obstaculo, se ha investigado, por ejemplo, la adicion de
albumina de suero bovino (BSA) (la que presenta diez veces mas residuos de lisina que la
mayoria de las lipasas) para facilitar la formacién de CLEAs de lipasa PS de B. cepacia
(Shah et al., 2006). La desventaja de este enfoque es la dilucion de la enzima con una
proteina que no aporta actividad, sin embargo permite retener la actividad en el
biocatalizador, permitiendo su reutilizacion. La optimizacion de la cantidad de BSA agregada
a la preparacion de CLEAs de lipasa ha sido estudiada considerando al glutaraldehido como
agente de entrecruzamiento. Por lo tanto, en el presente estudio se propone determinar la
cantidad de BSA adicionada a la preparacion de CLEAs debido a que se utilizaran agentes
de entrecruzamiento de mayor peso molecular como polimeros de glutaraldehido y dextrano
aldehido, lo que podrian promover la formacién de CLEAs con distintas caracteristicas

estructurales.

Se han elaborado CLEAs a partir de preparados comerciales de lipasas de Alcaligenes sp.
(QL) y Candida antarctica (fraction B) (CAL-B), observandose la pérdida de enzima desde el
CLEA mediante electroforesis SDS-PAGE, indicando que la enzima no permanece
apropiadamente entrecruzada. La solucién planteada ha sido la co-precipitacion de lipasas
con polietilenimina (PEI) o mezclas de PEI con dextrano sulfato (PEI-DS), permitiendo
obtener CLEAs fisicamente estables y con alta estabilidad en presencia de solventes
organicos al agregar un polimero con grupos amino. La naturaleza de estos polimeros
permite alterar significativamente la actividad, enantioselectividad y especificidad de las
lipasas tomando en cuenta la actividad de hidrolisis de (+/-)-glicidilbutirato (Wilson et al.,
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2006). Si bien se logra un mejor entrecruzamiento, el microambiente formado por la adicién
de PEI o PEI-DS es de caracter hidrofilico, lo que no seria una buena estrategia al pensar
en una reaccion en medio organico en la que se desea evitar el contacto del biocatalizador
con compuestos hidrofilicos como el glicerol generado como subproducto de la
transesterificacion y el metanol o etanol usados como sustratos.

Otros investigadores han llevado a cabo la elaboracion de combi-CLEAs con extracto crudo
en polvo de una mezcla de lipasas, amilasas y fosfolipasas (Dalal et al., 2007). Cabe
destacar que en este enfoque se visualiza la posible utilizacién del combi-CLEA en distintas
reacciones, pero considerando la mejora del entrecruzamiento de la lipasa al co-
inmovilizarla con otras enzimas que contengan mayor nimero de residuos de lisina.
Respecto a la aplicacion de CLEAs de lipasa en la produccion de biodiesel, existe un estudio
previo tomando en cuenta la reaccién de transesterificacion de aceite de Madhuca indica
con un contenido de acidos grasos libres de 21%p/p (Kumari et al., 2007). Se debe destacar
que el estudio citado no evalia la actividad especifica de transesterificacion del
biocatalizador y al evaluar el rendimiento de conversion, se llega a valores no superiores a
92%p/p segun una metodologia de cuantificacién de alquil ésteres de acidos grasos que
podria estar tomando en cuenta los acidos grasos libres, lo que se respalda debido a que
estos resultados no pudieron ser reproducidos para aceites de bajo contenido de acidos
grasos libres (rendimiento de conversion de 74%p/p aproximadamente), por lo que el
rendimiento de conversion de alquil ésteres de acidos grasos se presenta como un buen
objeto de optimizacion y estudio usando CLEAs de lipasa como catalizador de la reaccién de

transesterificacion.

Por otra parte, al considerar que se trabajara en un medio organico en el cual se desea
evitar el contacto tanto con el alcohol como con el glicerol, se presentaran dos enfoques que
puedan cumplir con dichos requerimientos. El primer enfoque es el uso de un CLEA de
lipasa y adicionalmente una superficie hidrofilica no catalitica en el medio de reaccion (silica
gel). Esta superficie podria adsorber los compuestos hidrofilicos y evitar el contacto con el
biocatalizador, pudiendo alcanzar mayores rendimientos de conversion. Por otra parte, el
segundo enfoque implica la elaboracién de un CLEA con superficie hidrofébica, mediante el
uso de alcoxisilanos (Panov y Terziev, 2009), evitando también el contacto con los
compuestos hidrofilicos que merman la actividad y rendimiento de conversion.

Especificamente, se intentara aplicar algunas técnicas de elaboracién de CLEAs con
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superficie hidrofébica mencionadas en la postulacién de patente perteneciente a la empresa
CLEA Technologies (Schoevaart et al, 2008). En dicho documento se enuncia la
elaboracién de CLEA generando grupos aldehido en la superficie de la enzima para luego
entrecruzar el agregado enzimatico con compuestos que contengan grupos amino, lo que
evitaria el uso de BSA para mejorar el entrecruzamiento. Ademas se menciona la factibilidad
de regular el tamafio e hidrofobicidad de los CLEA mediante el uso de distintos

alcoxisilanos.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Materiales

En la Tabla 3.1 se indican las lipasas comerciales asi como su nomenclatura, proveedor y

pais de procedencia.

Tabla 3.1 Lipasas comerciales en formato sélido sin inmovilizar utilizadas en el estudio

Lipasa Nomenclatura Proveedor Pais
Lipasa PS (B. cepacia) PS Amano Enzyme Estados Unidos
Lipasa SL (B.cepacia) SL Meito Sangyo Japén
Lipolyve R (R. oryzae) R Lyven Francia
Lipasa AYS (C. rugosa) AYS Amano Enzyme  Estados Unidos
Lipasa AK (B. fluorescens) AK Amano Enzyme  Estados Unidos
Lipasa L768P (mezcla lipasa hongos) L768P Biocatalysts Inglaterra
Lipasa L691P (Candida sp./Rhizopus sp.) L691P Biocatalysts Inglaterra
Lipasa L166P (M. javanicus) L166P Biocatalysts Inglaterra
Lipasa 34P (C. rugosa) L34P Biocatalysts Inglaterra

Cabe indicar que segun los proveedores, todas las lipasas mostradas en la tabla 3.1 poseen
una temperatura optima entre 40°C y 55°C; no obstante, las lipasas PS, SL y AK presentan
mayor estabilidad térmica. Respecto al pH, todas muestran un rango de pH éptimo entre 5 y
8; sin embargo, las lipasas PS, SL y AK son estables dentro de un amplio rango de pH
comprehendido entre 3y 11.

A continuacién, en la Tabla 3.2, se presentan los principales compuestos y reactivos

utilizados.
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Tabla 3.2 Principales compuestos utilizados para llevar a cabo las experiencias

Compuesto Nomenclatura Marca Funcion/Metodologia Pais
p-nitrofenilbutirato p-NPB Sigma Actividad hidrolisis USA
p-nitrofenolpalmitato p-NPP Sigma Actividad sintesis USA
‘ Cuantificacion
Tricaprina TC Sigma it USA
acilglicéridos
. Curva calibrado
Trioleina TG Sigma o USA
acilglicéridos
) Curva calibrado
Dioleina DG Sigma o USA
acilglicéridos
! Curva calibrado
Monooleina MG Sigma o USA
acilglicéridos
Derivatizacion de
N,O-Bis(trimetilsilil) muestras para )
. . BTMSTFA Alfa Aesar ) . Singapur
trifluoroacetamida cuantificacion de
acilglicéridos
Acetona AC Vimaroni Precipitante Chile
tert-butanol TB Merck Precipitente Alemania
Sulfato de amonio AS Merck Precipitante Alemania
Polietilenglicol 600 PG600 Merck Precipitante Alemania
Tritén X-100 TX-100 Sigma Preparacion CLEA USA
Glutaraldehido 25%vi G Sigma Entrecruzante USA
Dextrano D Sigma Entrecruzante USA
Albimina de suero
) BSA Merck Preparacion CLEA Alemania
bovino
m-xililenediamina MXDA Sigma Entrecruzante USA
hexametilenediamina HMDA Sigma Entrecruzante USA
1,3-diamino-2-
) ) DAHP Sigma Entrecruzante USA
hidroxipropano
trimetoxipropilsilano TMPS Sigma Hidrofobizacion CLEA USA
tetraetoxisilano TES Sigma Hidrofobizacion CLEA USA
propiltrietoxisilano PTES Sigma Hidrofobizacion CLEA USA
trimetoximetilsilano TMMS Sigma Hidrofobizacion CLEA USA
Loba Sustrato para _
Metanol M India
Chemie transesterificacion
) ) Sustrato para .
Etanol 96% E Vimaroni Chile

transesterificacion
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(continuacion Tabla 3.2)

Compuesto Nomenclatura Marca Funcion/Metodologia Pais
Cuantificacion de
Kit BCA BCA Themo ) USA
proteinas
] Cuentificacién .
Heptano —- Mallinckrodt o México
acilgliceridos
Hexano anhidro - Sigma Actividad sintesis USA
Superficie hidrofilica en
Silica gel 60 Utech reaccion de USA
transesterificacion
Sustrato para _
Aceite raps/canola - Mazzola ) ” Chile
transesterificacion

En la Tabla 3.3 se muestran los equipos utilizados en el transcurso del proyecto y la

descripcion del uso que se les dio respecto a la obtencion de datos.

Tabla 3.3 Equipos utilizados para el desarrollo de la tesis

Equipo Marca Modelo Uso
- Medicién actividad de
Espectrofotometro Jenway UVMI hidrélisis, transesterificacion
is
y concentracion de proteina.
Cromatégrafo de . Cuantificacion de mono, di y
Perkin EImer  Clarus 500 L
gases triglicéridos
) ) Obtenciéon imagenes para
Microscopio . . ; ’
o Nikon Eclipse 50i analisis de tamafio de
optico )
particula

_ Fijar temperatura en bario de
Termocirculador Lab Tech LCB-22H

agua
. Capachos:  Capachsos:
Centrifuga B o
Sorvall RC-5B Separacién de fase liquida y
capachos y =
Eppendorf: Eppendorf: solida
eppendorf

Heraeus Biofuge15

40



Materiales y Métodos

3.2 Metodologia analitica

3.2.1 Determinacion de actividad de sintesis

Esta determinacion tiene como objetivo caracterizar las lipasas comerciales en base a la
reaccion de transesterificacion, que es la reaccién que lleva a cabo en la produccion de
biodiesel. El método esta basado en la reaccion de transesterificacion catalizada por lipasas
entre para-nitrofenilpalmitato (pNPP) y etanol (Teng y Xu, 2007). El acido palmitico
contenido en el pNPP posee dieciséis atomos de carbono, asemejandose mas al largo de
cadena de los acidos grasos presentes en los triglicéridos de los aceites usados para la
produccion de biodiesel. El para-nitrofenol (pNP) que es liberado como producto de la
transesterificacion es detectado mediante un método espectrofotométrico y es usado como
el indicador para la determinacion de la actividad de sintesis de las lipasas. La
transesterificacion es llevada a cabo en hexano anhidro, sistema usado como modelo de

reaccion para evitar la reaccién de hidrolisis.

El protocolo de medicién de la actividad de sintesis comprende lo siguiente:

e Pesar lipasa comercial o biocatalizador inmovilizado (entre 1 y 20 mg).

* Mezclar con 1mL de solucién 30mM de pNPP en hexano anhidro.

e Dejar a 40°C durante 2 minutos.

o Para empezar la reaccion se agregan 60uL de etanol a la mezcla de reaccién
manteniendo una agitacién de 200rpm.

e Tomar muestras de 25uL de sobrenadante a distintos tiempos de reaccién (entre 0 y
6minutos), agregandola inmediatamente a una celda que contiene previamente 1 mL
de NaOH 0,1M.

e Agitar suavemente para que el pNP liberado sea extraido a la fase alcalina acuosa

* Se mide la absorbancia de la fase acuosa en espectrofotometro a 410nm contra un
blanco (NaOH 0,1M).

e Los analisis de actividad de transesterificacién para las lipasas usadas se realizaran
por duplicado.
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e La unidad de transesterificacion o sintesis (Us) se define como la cantidad de enzima
que transesterifica un micromol de pNPP por minuto a 40°C en hexano anhidro. Ver

curva de calibrado y ejemplo de calculo en el Anexo 1.

3.2.2 Determinacion de actividad de hidrélisis

Existen metodologias para la cuantificacion de actividad de hidrélisis que emplean pNPP
disuelto en una mezcla de isopropanol, tampén fosfato pH 7,0, desoxiclorato de sodio y
goma arabiga (790 pM de pNPP); sin embargo, la desventaja de estos métodos
espectrofotométrico es que se obtiene turbidez en la solucién, lo cual interfiere con la
medicién. Dicha complicacion podria ser debido a la inmisciblilidad de pNPP en agua o a la
liberacién de acidos grasos luego de la reaccion. Para solucionar este problema se requiere
de un ensayo laborioso que consume gran cantidad de tiempo (Gupta et al., 2002), razén
por la que se ha optado por el uso de p-nitrofenilbutirato (pPNPB) como sustrato de la
reaccion de hidrolisis, el que presenta mayor solubilidad en soluciones acuosas que el
pNPP. De esta manera, la presente metodologia se basa en la cuantificacion de pNP
producido mediante la hidrélisis enzimatica de (pPNPB) en medio acuoso (Cabrera et al.,
2009).

El protocolo de medicién de la actividad de hidrélisis comprende lo siguiente:

e Se pesan 4mg del polvo enzimatico (polvo comercial que contiene la enzima no
inmovilizada) o entre 4 y 20mg de CLEA de lipasa.

e Se adicionan 2mL de tampén fosfato 25mM pH 7,0 y se homogeniza la mezcla.

¢ Se toman muestras de entre 30 y 50ul (para enzima no inmovilizada) o entre 100 y
200ul (para el CLEA).

e Se agregan las muestras en celdas con 2,5mL de tampon fosfato 25mM pH 7,0, el
que se encuentra previamente incubado a 30°C.

¢ Se agregan 20ul de solucion de pNPB 50mM en acetonitrilo.

¢ Se mide la cinética de absorbancia en espectrofotometro a 348nm y 30°C durante 3

minutos.
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¢ Se cuantifica la pendiente de la curva en el rango lineal (unidades de absorbancia
por minuto), la que se relaciona mediante la curva de calibrado con una
concentracién de pNP por unidad de tiempo (ver curva de calibrado en Anexo 2).

e Una unidad de hidrélisis (Uy) se define como la cantidad de enzima que hidroliza un
micromol de pNPB por minuto a 30°C y pH 7,0 (ver ejemplo de calculo y curva de
calibrado en Anexo 2).

3.2.3 Determinacion de proteina por BCA (acido bicinconinico)

El objetivo es determinar la cantidad de proteina presente en los preparados comerciales en
polvo y en los CLEAs, cuantificando asi la actividad especifica de sintesis. Esta metodologia
combina la reducciéon de Cu* a Cu*' por la accién de proteinas en un medio alcalino
(reaccion de biuret) con la alta sensibilidad y selectividad de deteccién colorimétrica del
catién cuproso (Cu*') usando un reactivo Unico que contiene acido bicinconinico (Smith et
al., 1985). El producto de la reaccion es de color purpura y es formado por la quelacion de
dos moléculas de BCA con un ién cuproso. Este complejo soluble en agua muestra una
fuerte absorbancia a 562nm, la que presenta una correlacion lineal con el aumento de la
concentracion de proteina en un amplio rango (20-2000pg/mL).

La estructura macromolecular de las proteinas, el nimero de enlaces peptidicos y la
presencia de cuatro animoéacidos en particular (cisteina, cistina, triptofano y tirosina) han
sido reportados como los principales factores responsables de la formacién de color con
BCA (Wiechelman et al., 1988). Por otra parte, este método no muestra interferencia por la
presencia de detergentes como el tritdn X-100 usado en la preparacion de CLEAs, alcoholes
y una gran cantidad de solventes organicos. Debido a esto se ha seleccionado como

metodologia de cuantificacion de proteina en el presente estudio.

El kit comercial de BCA contiene los siguientes elementos:

° Solucidn A: Solucion de carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, acido

bicinconinico y tartrato de sodio en 0,1M de hidréxido de sodio.
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o Soluciéon B: Solucion al 4% de sulfato cuprico
. Solucién estandar de albumina de suero bovino con una concentracion de 2mg/mL

en solucién salina 0,9% y 0,05% de azida de sodio.

Las curvas de calibrado se realizan con diluciones de la solucién estandar de albumina entre

20 y 2000pg/mL.
Reactivo de trabajo: Mezcla de 50 partes de solucién A con 1 parte de solucién B.

Preparacion de muestras y medicion:

e En un eppendorf se agrega 1mL de reactivo de trabajo y 50ul de muestra de
concentracién desconocida

e Se agita para homogenizar la mezcla

o Se cubren los tubos y se incuban a 37°C por 30minutos

e Enfriar los tubos a temperatura ambiente

¢ Medir la absorbancia de las muestras en espectrofotometro a 562nm tomando como
cero una celda con agua destilada.

e La mediciéon de las muestras debe realizarse dentro de los primeros 10 minutos

luego de ser enfriadas.

Para la cuantificacion del porcentaje de proteina en un sélido, se siguen los siguientes

pasos:

e Preparar una suspension de concentracion conocida.

¢ En un eppendorf se agrega 1mL de reactivo de trabajo y 50pl de la suspension, para
luego seguir el mismo procedimiento descrito anteriormente.

e Previo a la mediciéon de la absorbancia, las muestras deben ser centrifugadas (2
minutos a 5000rpm).

¢ Mediante la curva de calibrado se puede calcular la concentracion de proteina y
posteriormente se puede calcular el porcentaje de proteina en el sélido. Ver curva de

calibrado y ejemplo de calculo en Anexo 3.
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3.2.4 Microscopia 6ptica para determinacion de tamaiio de particula de CLEAs de
lipasa

Con el objetivo de visualizar los tamarios de los CLEA de lipasa preparados, se efectuara la
observacion directa al microscopio dptico (microscopio Nikon Eclipse 50i) de muestras de
CLEA de lipasa en hexano anhidro. De este modo se obtendran las imagenes digitales de
los CLEAs, determinando posteriormente su tamafio promedio y desviacion estandar
mediante el uso del programa Imagetool version 2.0. Ver ejemplos de imagenes en Anexo 4.

3.2.5 Determinacion de perfil de acidos grasos

Para determinar los acidos grasos presentes en el aceite de raps/canola utilizado en el

presente estudio, se realizé la siguiente metodologia:

e Pesar aproximadamente 200mg de aceite en un tubo de ensayo.

¢ Disolver la muestra con 4mL de una solucion metabdlica 2M de hidréxido de potasio.
¢ Colocar a ebullicion durante 5 minutos y luego enfriar.

e Adicionar 4mL de BF3 metandlico y colocar a ebullicion durante 5 minutos.

¢ Enfriar y adicionar 2mL de cloruro de sodio saturado.

e Colocar a ebullicion durante Sminutos y enfriar.

e Adicionar 2mL de hexano y disponer en viales con septa para cromatografia

gaseosa.
Las condiciones operacionales para la medicion son las siguientes:

¢ Cromatografo de gases con columna capilar HP-5 (Hewlett-Packard) 30m de largo,
0,25mm de didametro interno y 5% de fenilmetilsilicona como fase estacionaria.

e Gas carrier: Helio

¢ Tamarfo inyeccién de muestra: 1pL

e Split: 0,7mL/min

o Detector: FID (Flame lonization detector)

e Programa de temperaturas del horno: Temperatura inicial 150°C, subir 5°C/min hasta
alcanzar 220°C y mantener 15 minutos.
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Del cromatograma se obtendra el porcentaje de area que corresponde a cada acido graso,

lo que equivale al porcentaje en peso de cada acido graso en la mezcla.

3.2.6 Determinacion de mono, di y triglicéridos mediante cromatografia gaseosa

La presente metodologia tiene como objetivo conocer la composicion de acilglicéridos
durante la reaccion de produccion de biodiesel. Con estos datos se puede calcular una
estimacion del rendimiento de conversién de alquil esteres de acidos grasos.

El método que se presenta a continuacion se basa en la norma de caracterizacién de
biodiesel EN 14105:

e Se pesan 100mg de la mezcla de reaccion y se introducen en un matraz de aforo de
10mL

e Agregar a continuacion 200pL de estandar interno (solucién 8mg/mL de tricaprina en
piridina).

e Agregar un volumen de 200uL del reactivo derivatizante (N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida).

¢ Dejar el matraz tapado en estufa a 80°C por 30minutos.

e Retirar y dejar enfriar para luego agregar 8mL de heptano.

¢ Se homogeniza y se disponen 1,5mL en viales para cromatografia gaseosa.

e Para realizar la cromatografia gaseosa se utiliza una columna capilar Elite SHT
recubierta de una fase estacionaria (5%difenil) dimetilpolisiloxano, una longitud de

15m, diametro intemo de 0,32mm y un grosor de pelicula 0,1pm.

Las condiciones operacionales para la medicion son las siguientes:

¢ Tamaro de la muestra inyectada:1puL

e Temperatura del inyector: 290°C

e« Temperaturas en la columna: 1 minutos a 50°C, luego aumentar 15°C/min hasta
alcanzar 180°C, posteriormente aumentar 7°C/min hasta alcanzar 230°C y finalmente
elevar 10°C/min hasta 340°C y manteneria durante 10 minutos.
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e Temperatura del detector FID: 380°C
¢ Gas carrier: Hidrégeno

e Velocidad de flujo del gas carrier: 3mL/min

Las curvas de calibrado se realizan inyectando cuatro muestras de concentracion conocida
de monooleina, dioleina, trioleina y tricaprina. A partir de estas curvas se puede determinar
el porcentaje en peso de estos compuestos en la muestra inicial y una estimacion del
porcentaje de conversion de alquil ésteres de acidos grasos. Ver cromatograma y ejemplo

de calculo en Anexos 5 y 6 respectivamente.

3.3 Metodologia experimental

3.3.1 Estabilidad de los biocatalizadores en presencia de metanol

Como se ha indicado en el capitulo 2, las lipasas suelen perder su capacidad catalitica | ser
puestas en contacto con una mezcla de aceites o grasas y metanol insoluble. Esta
metodologia busca someter a las lipasas mostradas en la Tabla 3.1 a éstas condiciones
pero en un medio no reactivo, lo que permitira identificar a las lipasas que logran tolerar o
mostrar mayor estabilidad en un medio que contenga hexano anhidro y metanol insoble.

A continuacion se detalla el protocolo para llevar a cabo la metodologia:

e Preparar una suspension de lipasa (entre 50 y 400mg) en 5mL de hexano anhidro.

e Agregar 175mL de metanol a la mezcla e introducir en bario a 40°C.

e« Tomar muestras de la suspension de lipasa para obtener actividad de sintesis a
distintos tiempos. Previo a tomar la muestra se debe homogenizar la muestra. El
tamario de la muestra debe permitir obtener la masa de catalizador suficiente para
realizar la medicién de actividad de sintesis.

¢ Centrifugar la muestra de suspension de lipasa y descartar el sobrenadante

¢ Previo a realizar la medicion de actividad de transesterificacion, dejar secar el sélido

durante 15 minutos para que se evapore el hexano remanente.
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e Medir la actividad de sintesis (segun metodologia 3.2.1) y graficar la actividad
residual de sintesis en funcion del tiempo.

e Los resultados se expresan como tiempos de vida media a excepcion de las lipasas
que no alcanzan a inactivarse por sobre el 50 % de la actividad inicial, las cuales se
expresan con el porcentaje de la actividad inicial que conservan hasta el final de la

experiencia (ver tabla 4.1).

3.3.2 Determinacion de cantidad de agente precipitante a utilizar en la elaboracién de
CLEA

Con el fin de establecer la cantidad minima de cada agente precipitante necesaria para
precipitar la mayor cantidad de proteina (actividad de hidrdlisis) desde una solucion

enzimatica, se propone la siguiente metodologia:

o Para cada agente precipitante (ferf-butanol, acetona, solucion saturada de sulfato de
amonio y polietilenglicol 600) se disponen 5 viales con 1mL de solucion enzimatica
50g/l de la lipasa comercial seleccionada para la elaboracion de CLEAs.

¢ A cada vial se adicionan entre 1 y 5mL de cada precipitante.

¢ Se mantiene en agitacion durante 30 minutos

¢ Se centrifugan las muestras durante 10 minutos a 8000rpm.

e Se toman 25uL del sobrenadante y se mide la actividad de hidrolisis segun
metodologia 3.2.2.

e Se determina el volumen de agente precipitante necesario para precipitar la mayor
parte de la actividad de hidrélisis desde la solucién inicial, lo que implica que la
actividad de hidrdlisis en el sobrenadante sea cercana a cero.

3.3.3 Polimerizacién de glutaraldehido

El objetivo de la polimerizacién de glutaraldehido es evaluar la influencia de la utilizacién de
un agente de entrecruzamiento de mayor peso molecular que el monémero de
glutaraldehido sobre la actividad de sintesis y tamario de particula de los CLEAs de lipasa.
Para generar el polimero de glutaraldehido se realizara el siguiente procedimiento:
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o Disponer 5 mL de glutaraldehido 25%v/v (pH cercano a 2,8) en un frasco de vidrio.

e Agregar los volimenes de base (solucion de NaOH 1M) necesarios para obtener el
glutaraldehido a distintos valores de pH entre 2,8 y 11,2 (ver Tabla 3.5) a
temperatura ambiente.

e Luego de 5 minutos de agitacion, se toman alicuotas para su uso en la etapa de
entrecruzamiento.

Ver la diferencia en la polimerizacién de glutaraidehido a distintos valores de pH y el calculo
del ofrecimiento de grupos aldehido/grupos amino en el Anexo 7.

3.3.4 Oxidacion de dextrano para el uso como agente de entrecruzamiento

Al igual que la metodologia 3.3.3, lo que se busca es la oxidacion de dextrano para generar
generar una molécula de alto peso molecular (100 a 200 kDa) con grupos aldehido y evaluar
su uso como agente de entrecruzamiento en la preparacion de CLEAs de lipasa.

A continuacion se presenta el protocolo de oxidacion de dextrano para la obtencién de
dextrano aldehido:

¢ Se disuelven 1,65g de dextrano (100 a 200kDa) en 50mL de agua.

e Se adicionan a la solucion 3,859 de metaperyodato de sodio.

e Se agita la mezcla a temperatura ambiente durante 90min.

e Para retirar el exceso de metaperyodato que no reaccioné se llevan a cabo dialisis
consecutivas. La membrana de dialisis utilizada posee un corte de 12kDa y se realiza
contra 5L de agua destilada a temperatura ambiente durante 2h bajo agitacién.

e Se repite la dialisis 5 veces cambiando el agua.

e El volumen final de dextrano polialdehido obtenido es de aproximadamente 56mL
(Mateo et al., 2004).

3.3.5 Metodologia para la produccion de CLEA

La presente metodologia se basa en el estudio de Kumari y colaboradores (Kumari et al,
2007) que han utilizado CLEAs de lipasa como biocatalizador de la sintesis de biodiesel y

han obtenido altos rendimientos de conversion.
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A continuacion se muestran los pasos del protocolo de fabricacion de CLEAs de lipasa:

e Se preparan 4mL de solucion de lipasa comercial en tampén fosfato 25mM pH 7,0 a
una concentracion de 50g/l.

¢ La solucién se mantiene a 4°C.

e Se agrega tritdn X-100 para lograr una concentracion final de 0,1%.

« Se agregan distintas cantidades de albimina segun lo requerido en la Tabla 3.5.

e Agregar lentamente la cantidad de agente precipitante calculada a partir de la
metodologia 3.3.2 manteniendo agitacion durante 30minutos.

e Se agrega un volumen de una solucién de glutaraldehido al 25%v/v a pH y
concentracion final determinados en la metodologia 3.3.6, dejando en agitacion
durante 1h.

e Finalmente se centrifuga 1 vez con tampoén fosfato 25mM pH 7,0 para lavar el CLEA
y 2 veces con acetona para obtener un biocatalizador con bajo contenido de agua.

e El rendimiento de inmovilizaciéon respecto a la actividad (Rl,) se define como el
porcentaje de actividad que se obtiene luego del proceso de inmovilizacion con
respecto a la actividad inicial.

e El rendimiento de inmovilizacién respecto a la masa (Rl,) se define como el
porcentaje de masa obtenida al finalizar la inmovilizacién respecto a la masa de

lipasa comercial en polvo con la que se comenzd la inmovilizacion.

3.3.6 Metodologia de superficie respuesta (MSR)

Para la optimizacién de las variables del proceso de elaboracion de CLEAs de lipasa, se ha
planteado utilizar el método de superficie de respuesta.

El objetivo es analizar el efecto del pH del glutaraldehido, la concentracion de glutaraldehido
y la razén enzima/albimina (razén masica entre la lipasa comercial y albumina de suero
bovino) sobre la actividad especifica de sintesis de los CLEAs de lipasa.

Se realizara un disefio de segundo orden, de tipo central compuesto. Este disefio es el mas
utilizado debido a su gran flexibilidad y se compone de tres tipos de puntos (Gutiérrez y de la
Vara, 2004):
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e Una replica de un disefio factorial en dos niveles. A esta parte se le llama porcion

factorial.
e N puntos o repeticiones al centro del disefio, con ng21.
« Dos puntos sobre cada eje a una distancia a del origen. Estos puntos son llamados

porcién axial.

El numero total de experimentos (N) se calcula de la siguiente forma:
N=2"+2-k+n,

Considerando que se realizaran seis repeticiones del punto central (n,) y k es el nimero de
factores (variables) (k=3), el valor de N es de 20 experimentos.

La distancia que existe entre o y el origen para tres variables se calcula de la siguiente

forma:
e (F)IM

Donde F es la cantidad de experimentos de la porcion factorial.

F=2t=2=8
entonces,
a= (8)”“ =1,68

A continuacion se muestra la Tabla 3.4, que muestra el disefio central compuesto utilizado
para la optimizacién, con cinco niveles para cada variable (-1,68, -1, 0, 1, 1,68) y 20
experimentos. En la Tabla 3.5 se presentan las equivalencias entre los niveles y el valor de

las variables consideradas en el diseno.
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Tabla 3.4 Disefio central compuesto para tres variables codificadas independientes

Concentracion Razén
Experimento pH glutaraldehido enzima/albumina
(mM) (mg/mg)
1 -1 -1 -1
“ 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
{5 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 -1,68 0 0
13 1,68 0 0
14 0 -1,68 0
15 0 1,68 0
16 0 0 -1,68
17 0 0 1,68
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0
Tabla 3.5 Equivalencia de los niveles con los valores que adquiere cada variable
Nivel pH Concentracion de Razén
glutaraldehido enzimal/albumina
(mM) (mg/mg)
-1,68 2,8 8,2 1,6
-1 45 15,0 5,0
0 7,0 250 10,0
1 9,5 35,0 15,0
168 | 11,2 418 18,4

3.3.7 Cuantificacion de la actividad residual de hidrélisis en el CLEA de lipasa luego de

inactivacion térmica

La inactivacion térmica de CLEAs de lipasa en medio acuoso sirve para determinar

indirectamente la intensidad de unién de los agregados enzimaticos con el agente de
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entrecruzamiento, que es lo que le confiere estabilidad estructutral al CLEA. Al realizar
pruebas de estabilidad térmica con CLEAs de lipasa, parte de los agregados enzimaticos
que no han quedado bien entrecruzados, se solubilizan en el medio acuoso, lo que conlleva
a una pérdida de masa de CLEA en suspension. La presente metodologia se ha
considerado para determinar la actividad residual de hidrolisis remanente en el
biocatalizador en suspension luego de una experiencia de inactivacion térmica de 50 h a
60°C (temperatura a la que las lipasas muestran una disminucién de su estabilidad de
acuerdo a los datos obtenidos de los proveedores). Esta medicion mostrara el porcentaje de
actividad que permanece en el CLEA luego de la inactivacién térmica, lo que da una
medicion indirecta del grado de entrecruzamiento del CLEA.

A continuacion se enuncian los pasos a seguir para llevar a cabo la metodologia:

e Preparar suspensiones de CLEA en tampon fosfato pH 7,0 26mM a una
concentracion de 10mg/mL.

¢ Disponer las muestras en bafio a 60°C.

¢ El porcentaje de “actividad residual de la suspensiéon” se obtien tomando muestras
de la suspension y midiendo su actividad de hidrélisis a distintos tiempos entre 0 y
50h (segun metodologia 3.2.2).

¢ Centrifugar la suspension y medir la actividad de hidrolisis del sobrenadante (segun
metodologia 3.2.2) a las 50h.

e El porcentaje de “actividad residual en el CLEA” es calculado midiendo la actividad
de hidrélisis de la suspensién (actividad del CLEA + actividad del sobrenadante) y del
sobrenadante a las 50 h, obteniendo por diferencia la actividad de hidrélisis que
permanece en el CLEA.

e Para estimar el porcentaje de esta “actividad residual en el CLEA” y “actividad
residual de la suspensién”, se toma como referencia la actividad de hidrélisis inicial
de la suspension (ver ejemplo de calculo en Anexo 8).

3.3.8 Metodologia para la produccion de CLEA hidrofébico

La presente metodologia se basa en la solicitud de patente perteneciente a CLEA
Technologies (Schoevaart et al., 2008).
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A continuacion se muestra el protocolo para la elaboracion del CLEA hidrofébico:

e A 10mL de una solucién enzimatica de lipasa en tampon fosfato 25mM pH 7,0 se
agregan 10mL de una solucién de metaperyodato 300mM, activando la superficie de
la lipasa con grupos aldehido mediante oxidacion durante 1h a temperatura
ambiente.

e Se precipita la lipasa con acetona (cantidad determinada en metodologia 3.3.2 y se
deja en agitacién durante 15 minutos a temperatura ambiente.

e Se adicionan 3,5mL de una solucién acuosa 100mM del agente de entrecruzamiento
que contiene grupos amino (1,3-diamino-2-hidroxipropano, m-xillenediamina o
hexametilenediamina) y se deja en agitacion a temperatura ambiente durante 10
minutos.

e Adicionar 3,5mL de borohidruro de sodio (100mM) y dejar 1h a temperatura
ambiente.

e Agregar 2,5mL de fluoruro de sodio 1M.

o Agregar 1mL del alcoxisilano (PTES, TMMS, TMPS o TES), dejando bajo agitacion
durante 12h.

e Finalmente se agregan 25mL de agua destilada y se filtra el CLEA en un crisol
filtrante P4, para posteriormente lavarlo una vez con 40mL de agua y tres veces con

30mL de acetona.

3.3.9 Reaccion de transesterificacion en modalidad por lote

Para llevar a cabo cada uno de los experimentos que tienen por objetivo cuantificar el
rendimiento de conversién de biodiesel, se llevara a cabo la reaccion de transesterificacion

segun la siguiente metodologia:

e En un vial se agregan 1g de aceite de raps (PM promedio de los triglicéridos del
aceite de raps= 884g/mol). Cada vial representa un tiempo de reaccion.

e Agregar 100mg de CLEA de lipasa (10%p/p del CLEA de lipasa respecto al aceite
segun lo reportado por Kumari ef al., 2007).

¢ Se mantiene la suspension a 40°C con agitaciéon constante de 200rpm.

e Luego de temperar la mezcla, se agrega metanol o etanol a una razén molar
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alcohol:aceite de 4:1.

e Se retira cada vial a un tiempo determinado y se centrifuga la muestra

e Se toma el sobrenadante y se mide posteriormente la conversion de alquil ésteres de
acidos grasos mediante la metodologia 3.2.6.

¢ El rendimiento de conversion de alquil ésteres de acidos grasos se define como el
porcentaje en peso de alquil ésteres de acidos grasos dentro de una muestra. Ver

ejempo de calculo en Anexo 5

3.3.10 Optimizacion de la sintesis de biodiesel

Se llevaran a cabo reacciones de transesterificacion de aceite de raps en modalidad por
lotes a diferentes condiciones de operacion con el proposito de encontrar las mejores
condiciones para la produccién de alquil ésteres de acidos grasos.

Para elaborar el disefio, se mantendra constante la temperatura en 40°C, la raz6n molar
alcohol:aceite en 4:1 y la razéon masica enzima/sustrato (E/S) de 0,1 debido a que una gran
cantidad de estudios han determinado que éstas condiciones se suelen ser las 6ptimas o se
usan en foma ya estandarizada como lo es la razén E/S lo que permitira que los resultados
obtenidos sean comparables (Chang et al., 2005; Kumari et al., 2007; Shao et al., 2008; Xu
et al., 2004). Sin embargo, se planteé corroborar la temperatura éptima testeando
temperaturas de 30°C, 40°C y 50°C y la razon E/S a valores menores que 0,1 (0,05 y 0,01)
ya que lo que se busca es utilizar la menor cantidad de CLEs para producir altos
rendimientos de conversion de alquil ésteres de acidos grasos (altas productividades).

Por otra parte, las variables a considerar en el disefio experimental son las siguientes: tipo
de alcohol (metanol o etanol), presencia de agua en el medio de reaccién (0%p/p y 5%p/p)
(Kumari et al., 2007; Shao et al., 2008), presencia de co-solvente en el medio de reaccion
(sin co-solvente o con terc-butanol como co-solvente, 1:1 respecto al volumen de aceite),
uso de aceite refinado o sin refinar (ambos procedentes de raps). Se usara un diseno
factorial de dos niveles y 4 variables, lo que implica la realizacién de 16 experimentos como
se muestra en la Tabla 3.6. Cada experimento consta de una cinética de reaccién entre 0 y
3 horas con lo que se determinara el maximo potencial de conversién de alquil ésteres de
acidos grasos al cabo de dicho tiempo.

Para la cuantificacién exacta de la conversion, ademas de considerar los acilglicéroles se
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deben cuantificar los acidos grasos libres producidos en cada reaccion, los que se

determinan de la siguiente manera:

e Pesar en un matraz de 250mL un minimo de 2g de muestra.

e Poner en un matraz 100mL de una solucién isopropanol/hexano 1:1 viv.

« Adicionar al matraz con solventes unas gotas de solucién indicadora de fenolftaleina

(1%p/v en etanol 90%) y calentar la solucién a 40°C.

e Verter la solucion de solventes en el matraz con la muestra y agitar para

homogenizar.

e Usar solucion 0,1g/l de NaOH para titular la muestra.

e Cuantificar el volumen de la soluciéon de NaOH empleado para que la muestra

cambie de incoloro a rosado. Ver ejemplo de calculo en Anexo 9.

Tabla 3.6 Disefio factorial 2* para encontrar las mejores condiciones de produccién de

biodiesel
Experimento  Alcohol Aceite de Co-solvente en Agua en medio
raps/canola medio de de reaccion (%)
reaccion

1 Metanol Refinado Tert-butanol 0
2 Metanol Refinado Tert-butanol 5
3 Metanol Refinado Sin co-solvente 0
4 Metanol Refinado Sin co-solvente 5
5 Metanol  No refinado Tert-butanol 0
6 Metanol  No refinado Tert-butanol 5
7 Metanol  No refinado Sin co-solvente 0
8 Metanol  No refinado Sin co-solvente 5
9 Etanol Refinado Tert-butanol 0
10 Etanol Refinado Tert-butanol 5
11 Etanol Refinado Sin co-solvente 0
12 Etanol Refinado Sin co-solvente 5
13 Etanol No refinado Tert-butanol 0
14 Etanol No refinado Tert-butanol 5
15 Etanol No refinado Sin co-solvente 0
16 Etanol No refinado Sin co-solvente 5
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4 Resultados

4.1 Determinacion de actividad especifica de sintesis y estabilidad en hexano anhidro
y presencia de metanol

En la Tabla 4.1 se muestra el porcentaje de proteina presente en cada extracto enzimatico
comercial en polvo (metodologia 3.2.3), su actividad especifica de sintesis (metodologia
3.2.1) y estabilidad en presencia de metanol (metodologia 3.3.1), representada por el tiempo
de vida media. Para calcular los tiempos de vida media se calcula la regresion no lineal de
los datos de la estabilidad en presencia de metanol en condiciones no reactivas mediante el
programa SPSS version 8.0 (los que en la mayoria de los casos se ajustan a inactivaciones
bifasicas) y se obtienen los datos de las constantes de inactivacion para determinar el valor
del tiempo de vida media. Las 7 primeras lipasas de la Tabla 4.1 fueron evaluadas durante
30 minutos, mostrando una inactivacion total a partir de los 15 minutos. En el caso de las
lipasas PS y SL, las enzimas mostraron una alta estabilidad frente a la presencia de metanol
en medio organico, siendo evaluadas por un tiempo total de 24h. Sin embargo, en el caso de
la lipasa PS la actividad no bajé del 90% durante 24h. Esto no permite cuantificar el tiempo

de vida media, pero si permite determinar que la lipasa PS es la mas estable.

Tabla 4.1 Caracterizacion de las lipasas comerciales estudiadas respecto a su contenido de
proteina, actividad de sintesis y tiempos de vida media de inactivaciones en
hexano anhidro a 40°C con 27 g/L de metanol.

Proteina en
Lipasa . : extracto Actividad especificade  Tiempo vida
comercial Microorganismo productor comercial sintesis (Us/g proteina) media (h)
(%p/p)

L34P Candida rugosa 10,5 2.1 0,08
L166P Mucor javanicus 251 2,2 0,09
L691P Candida sp./Rhizopus sp. 11,0 3,0 0,08
L768P Mezcla lipasas de hongos 22,8 3,8 0,09
AK Burkholderia fluorescens 12,9 16,9 0,09
AYS Candida rugosa 42 7.8 0,10
R Rhizopus oryzae 22,6 0,4 0,10
SL Burkholderia cepacia 27.3 433,2 20,5
PS Burkholderia cepacia 47 1290,7 n.d.

n.d.: No determinado. Conserva el 90% de la actividad inicial entre las 7 y 24 h.
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Segun los resultados de la Tabla 4.1, la lipasa PS es la que muestra la mayor actividad
especifica de sintesis (en la reaccion de transesterificacion) y mejor estabilidad en presencia
de metanol, representando la mejor alternativa para su aplicacion en la produccion de

biodiesel.

4.2 Determinacion de las condiciones iniciales de elaboracion de CLEAs previo a la
optimizacion de la actividad de sintesis

En la presente seccion se presentan los resultados de la determinacién de las condiciones
iniciales para la elaboracion de CLEAs de lipasa PS. Por otra parte, se realizan las
experiencias para identificar el tipo y cantidad de precipitante a utilizar en la preparacion del
biocatalizador, asi como la estabilidad de la lipasa PS en diferentes condiciones de pH para
evaluar si la adicién de glutaraldehido a distintos valores de pH puede mermar la capacidad

catalitica de la lipasa.

4.2.1 Cuantificacion de lisinas en la superficie de lipasa PS

Para tener una estimacion de la necesidad de adicion de albumina de suero bovino a la
preparacion del CLEA, se han cuantificado los residuos de lisina presentes en la superficie
de la lipasa de B. cepacia. Si bien esta lipasa fue la seleccionada, fue la que menos residuos
de lisina presenta en comparacién a las lipasas testeadas en el punto 4.1.1, haciendo que la
adicion de albimina tenga sentido. Para cuantificar los residuos de lisina, se buscaron las
secuencias aminoacidicas de las lipasas en la base de datos de PubMed. En el caso de la
lipasa de B.cepacia se encontré la estructura cristalizada en Protein Data Bank (nombre de
busqueda 3LIP), y mediante el programa PyMol se pudo determinar la cantidad y ubicacién
de los residuos de lisina que se encuentran en la superficie de la enzima, asi como los
aminoacidos correspondientes al sitio activo. A continuacion se muestra la Figura 4.1, en la
gue se aprecian solamente siete lisinas disponibles para realizar el entrecruzamiento, lo que
ha mostrado ser insuficiente para obtener un buen entrecruzamiento en la preparacion de
CLEAs de lipasa (Shah, et al., 2006). Cabe destacar que estas lisinas se encuentran en

sitios no muy préximos al sitio activo.
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Figura 4.1 Vista delantera (arriba) y trasera (abajo) de la superficie de lipasa de B. cepacia
mostrando los residuos de lisina en rojo y los aminoacidos del sitio activo en azul
(Serina 87, Acido aspartico 264, Histidina 286) (Lang ef al., 1998).

4.2.2 Estabilidad de la soluciéon enzimatica de la lipasa PS a distintos valores de pH

La solucién enzimatica a partir de la cual se prepararan los CLEA entrecruzados con
glutaraldehido, es previamente ajustada a un valor de pH cercano al de la solucién de
glutaraldehido utilizada (segun se indica en Tabla 3.5). Para poder realizar estas
experiencias se debe determinar primero la estabilidad de la solucién enzimatica a los
distintos pH. Estas estabilidades se muestran en la Figura 4.2.
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Figura 4.2 Estabilidad de la lipasa PS a 40°C (temperatura éptima de acuerdo al proveedor)
y distintos valores de pH. Las curvas representan el porcentaje de actividad de
hidrélisis remanente en la suspensién funcioén del tiempo y respecto a la actividad

inicial.

Los resultados mostrados en la Figura 4.2 muestran que el pH no incide mayormente en la
estabilidad de la lipasa PS, lo que hace que el uso de glutaraldehido a distintos valores de
pH en la elaboracién de CLEAs tenga un efecto sélo por la presencia de las diferentes
especies del glutaraldehido presentes (polimeros, monomeros o hemiacetales ciclicos de

glutaraldehido).

4.2.3 Requerimiento de agente precipitante

Con el objeto de seleccionar el agente precipitante para la elaboracién de CLEAs de lipasa
PS se han tomado en cuenta distintos criterios. Uno de ellos se muestra en la Figura 4.3, en
la cual se determina la cantidad de precipitante necesaria para remover la mayor cantidad de

actividad de hidrolisis desde la solucién enzimatica.
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Figura 4.3 Agente precipitante necesario para precipitar la lipasa desde una solucion
enzimatica. La experiencia de precipitacion se realiz6 a 4°C.

Otro criterio para determinar el agente precipitante que se usara en la elaboracion de CLEAs
de lipasas PS es el rendimiento de inmovilizacion respecto a la actividad de sintesis (Rl,). En
la Figura 4.4 se puede observar el Rl, en funcién de la actividad de hidrdlisis y sintesis para
el uso de cada agente precipitante en la elaboracion de CLEAs de lipasa con glutaraldehido
25%viv (obtenido desde el proveedor a ésta concentracion) como agente de
entrecruzamiento. Se comparan los rendimientos considerando ambas actividades con el
proposito de destacar la necesidad de realizar la seleccion en funcion de la actividad de
sintesis, ya que en caso de tomar como criterio de seleccién la actividad de hidrolisis la
seleccion del agente precipitante cambiaria. Las condiciones a las cuales se preparan estos
biocatalizadores son las mencionadas en la metodologia 3.3.5. Para cada precipitante se
han preparado dos CLEAs en replicas independientes. Para cada experiencia se utiliza un

volumen inicial de 4mL de una solucién enzimatica de lipasa PS comercial de 50mg/mL.
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Figura 4.4 Rendimientos de inmovilizacion con distintos agentes precipitantes. SA: Sulfato
de amonio, TB: tert-butanol, PG600: Polietilenglicol 600, AC: Acetona. La razén
enzima/albumina fue de 10mg/mg, el glutaraldehido se encuentra a pH 2,8, la
concentracion del glutaraldehido es de 25mM, la razéon masica
glutaraldehido/proteina (lipasa+albumina) es de 1,72 y la temperatura de 4°C.

Segun los resultados se puede apreciar que los mayores valores de R, considerando la
actividad de sintesis (relacionada a la reaccién de transesterificacién de pNPP con etanol,
ver metodologia 3.2.1) son los obtenidos utilizando acetona y tert-butanol. De esta forma, se
selecciona la acetona debido a su mayor valor de R, considerando la actividad de sintesis,
menor requerimiento en volumen para precipitar la mayor cantidad de lipasa desde la
solucién enzimatica y por ultimo debido a que representa un bajo costo en comparacion al
tert-butanol (10 veces menos costosa aproximadamente). Una posible explicacion para la
hiperactivacion de la lipasa PS al ser sometida a precipitacion es que cada agente
precipitante podria provocar diferentes cambios conformacionales de la enzima. Por otra
parte, una de las razones por las cuales puede privilegiarse la actividad de hidrélisis por
sobre la de sintesis o viceversa, es el contenido de agua en el CLEA de lipasa. Al respecto,
se ha determinado que los CLEASs cuya lipasa ha sido precipitada con polietilenglicol, sulfato
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de amonio, tert-butanol y acetona, poseen humedades de 86%, 36%, 7.9% y 6,8%
respectivamente. De esta forma, el CLEA que contiene menor humedad es el que presenta
una mayor actividad especifica de sintesis y menor actividad especifica de hidrolisis
(calculado tanto en peso hiimedo como en peso seco). Esta evidencia indica que CLEAs con
mas de 36% de humedad privilegian la actividad de hidrélisis por sobre la sintesis, lo que
podria tener sus bases en que las lipasas al estar presentes en medios con alta cantidad de
agua, hacen que el “lid” se cierre y deje pasar soélo sustratos de bajo peso molecular
(privilegiando el paso de pNPB por sobre el pNPP). Al contrario, si estan presentes en
medios con menor cantidad de agua y son lavadas con solventes organicos como acetona y
tert-butanol, el “lid” podria permanecer mas abierto, permitiendo el paso de una molecula de
mayor tamario (pNPP) hacia el sitio activo de la lipasa, expresando asi mayor actividad de

sintesis.

4.3 Optimizacion de las variables involucradas en la elaboracion de CLEAs de lipasa
PS evaluando el efecto del pH de la solucion de glutaraldehido como agente de
entrecruzamiento

La optimizacion de la preparacion de CLEAs en funcién de la actividad de sintesis se ha
llevado a cabo mediante la metodologia 3.3.6. Los puntos centrales de cada variable se
basaron en el estudio de Kumari y colaboradores (2007), los que tienen por objeto la
aplicacion de un CLEA de lipasa PS en la produccion de biodiesel. Sin embargo, inicialmente
se intentd trabajar sin la adicion de albumina en la preparacion del CLEA de lipasa PS,
resultando bajos valores de actividad de sintesis (30 Us/g CLEA), lo que justifica la
incorporaciéon de albumina. A continuaciéon en la Tabla 4.2 se muestran los resultados del
disefio central compuesto. Adicionalmente se han caracterizado los biocatalizadores en
funcion de la actividad de hidrdlisis y tamafio de particula para poder obtener informacién
respecto a la relacion entre éstas variables, lo que se discutira en el capitulo 5.

La medicion del tamario de particula y las actividades tanto de sintesis como de hidrélisis se
realizaron en triplicado. Para determinar el tamarfio de particula se considera una muestra de
entre 30 y 45 particulas de las cuales se obtiene el tamafio promedio y la desviacion
estandar. El analisis de ANOVA para las tres respuestas del disefio de la Tabla 4.2 se

muestra en el Anexo 10.
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Tabla 4.2 Resultados del disefio central compuesto considerando la medicion del tamario de
particula y la actividad de sintesis e hidrélisis de los CLEAs de lipasa PS

CLEA Actividad Actividad Tamaho
H Razon Concentracion especifica de espgciflc_a de particula
lut Ipl dehido | €nzima/albimina | glutaraldehido hidrolisis sintesis (um)
gHiEaRetc (mg/mg) (mM) (Un/g CLEA) | (Us/g CLEA)

2,8 10 25 57.6 64,1 24,79
15 33,9 127.3 25,848,7

. 35 212 115.3 26,919.4

2 15 47,9 105,55 | 27,1%7,9
L 35 44,5 127.3 21,2451

10 25 17.7 127,5 47,6+18,9

10 25 21,3 1305 43,4+16,8

10 25 18,5 132.4 424159

10 25 19.4 128.2 48,1£20,2

10 25 18.1 1297 47,3:16,6

. 10 25 21,1 1331 45,6+18 5

10 418 26,6 127.3 54,4124 1

10 8.2 123.9 48,1 24,6%7,2

18,4 25 436 120,4 23,14,7

1,6 25 26,4 1204 91£26,9

15 14.9 1304 33,3194

5 35 14,7 1438 83,4424.9

9.5 15 26.3 139.1 57.9123.8
1= 35 36,9 1439 57,2421

112 10 25 3.7 127.3 55,4+18,9

Los resultados de estos experimentos fueron analizados por regresion lineal multiple.
Con el objeto de simplificar los calculos utilizados en la regresion lineal multiple se trabajé
con algebra de matrices. El modelo cuadratico para tres variables independientes es el
siguiente:

y=by +bx, +byx, +b,x; + b X} +byy x5 +byxs +b,x,%, +bx,x, +byx, %, (Ec. 4.1)
Para hallar los coeficientes de la ecuacion (b)) se procedié a construir la matriz Y con las
variables dependientes (resultados de cada experimento) y la matriz X con las variables

independientes (los valores de —1,68, -1, 0, 1 y 1,68 para cada uno de los experimentos) de
la siguiente forma:
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2 2 2
N 1 ox, xy x5 X, Xy Xy XXy XXy Xy Xy
2 2 2
Y2 1 ox, Xy Xy Xy Xy Xy XpXy  XpXp  XpXyp
¥ X=
1 x x. X x2 x2 xX xx XX XX
y,,, In 2n 3n In 2n 3n In"*2n In"*3n 2n"*3n

donde y, es el valor experimental de la variable dependiente en el experimento n-ésimo, y
Xmn €S el valor de la variable independiente m en el experimento n-ésimo. Se define B como

la matriz que contiene los valores de los coeficientes b; de la ecuacion 4.1:

o o
=8 :SQHEQ-BQ-B Sl I

De esta forma, la matriz B se puede calcular como sigue:

B=(X'X)"'(X'Y) Ec.42

Para resolver esta ecuacion, que implica el calculo de la matriz inversa de 20x10, se utilizé el
software MatLab version 5.3. Los valores obtenidos de B segun la ecuacion 4.2, se
reemplazaron en la ecuacion 4.1, con lo que el modelo cuadratico queda completamente

definido como se muestra a continuacion:
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Actividad,, ,,  =126,8+13,76- pH +11,79-G —0,07-R~5]12- pH* Ec.43
~7.96-G* +3,63-R* +1,06- pH-G+231- pH-R+3]13-G-R

Donde:
pH: pH de la solucién de glutaraldehido
G: Concentracion de glutaraldehido en la preparacion del CLEA de lipasa

R: Razo6n enzima/albumina

La ecuacién 4.1 fue evaluada para toda la region experimental considerada en este estudio,
definida por los rangos dados para las tres variables independientes (pH, G y R). Esta
ecuacion se graficara construyendo una matriz de 36x36 en donde cada elemento tomo el
valor de la ecuaciéon 4.1 evaluada para dos de las variables dependientes y dejando la
tercera en un valor fijo dado. Esto se puede representar como sigue:

¥y ‘
y“ X1,15%2,1:%3 12 Xy,2:%2,15%3 L36 X).36:%2,1:%3
Yy Yy .
il X1,15%2,25%3 o X1,23%2,2:%3 236 X1,365%2,23%3
4, =
Y361 Yy . Yy .
T 1% 36553 Ll X1,23%2,363%3 38,36 X),36:%2,36>%3

La matriz A estara definida por los valores que toma “y” en funcién de las variables
independientes G y R para un valor dado de la variable independiente (pH igual a 11,2). Se
identifico que al aumentar el pH del glutaraldehido se lograba mayor actividad de sintesis en
el biocatalizador, pero debido a la imposibilidad técnica de continuar aumentando el valor de
esta variable (por la consecuente precipitacion del glutaraldehido), se decidi6 que ésta se
conservaria fija en su mayor valor para obtener la matriz A. Los valores y;; se definen de
acuerdo a la ecuacion 4.1 evaluada en todo el rango experimental de x; (x1,) ¥ Xz (x2,), donde
iy j son numeros enteros desde 1 a 36 y corresponden a la division en 36 partes iguales del

rango que va desde -1,68 hasta 1,68.
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Los valores 6ptimos para la superficie de respuesta fueron hallados maximizando la ecuacion
4.1 utilizando la herramienta Solver del software Microsoft Excel version 9.0, con los
siguientes parametros: lteraciones: 200; Precision: 0,000001; Tolerancia: 2%; Convergencia:

0,0001. Los valores 6ptimos obtenidos de cada variable son:

pH =112
G =36,8mM
R=18,4mg, ... M i mina

Estos valores éptimos entregan un valor de actividad de 163,3 Us/gciea al ser reemplazados
en la ecuacion 4.3. Al preparar el CLEA de lipasas PS a las condiciones 6ptimas se obtiene
una actividad de sintesis de 173,8 Us/gciea. Se debe sefalar que también se ha calculado el
rendimiento de inmovilizacion de dicho CLEA considerando la masa inicial de polvo
enzimatico comercial (1,8% de humedad) y a masa final del CLEA (6,8% de humedad),
obteniéndose valores de Rl, en base himeda cercanos al 100%. Ademas, tomando en
cuenta que el porcentaje de proteina del polvo enzimatico comercial sin inmovilizar es de
4,5% (calculado segun metodologia 3.2.3) y que se adicionan 10,7 mg de albumina a la
preparacién de CLEA por cada 200 mg de polvo enzimatico comercial (9 mg de proteina en
196,4 mg de polvo enzimatico comercial en base seca), el CLEA final deberia contener
tedéricamente un 9,5% de proteina en base seca. EI CLEA resultante posee 186,2 mg en
base seca, de los cuales 13,8 mg (3,9% en base humeda) son proteina (albumina y lipasa),
por lo tanto el CLEA posee un 7,4% de proteina en base seca.

Usando el software OriginPro 7.0 se ha podido graficar la superficie de respuesta que
corresponde a la matriz “A” al mantener la variable pH fija en el valor 11,2. A continuacién se

muestra la Figura 4.5 que representa a dicha superficie.
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140

Actividad especffica de sintesis (UVg)
8

Figura 4.5 Superficie de respuesta resultante al mantener constante la variable pH en el
valor 11,2

En la Tabla 4.3 se muestran los valores del porcentaje de actividad residual de la suspension
de CLEA luego de 50h en medio acuoso a 60°C (temperatura a la que se puede observar la
inactivacion de la lipasa PS segun lo reportado por el proveedor) y la actividad residual en el
CLEA de lipasa luego de 50h a 60°C segun metodologia 3.3.7 para los CLEA del disefio
central compuesto elaborados para la metodologia de superficie de respuesta. En la Figura

4.6 se puede apreciar la estabilidad térmica de la suspensiéon del CLEA preparado a las
condiciones 6ptimas entregadas por la superficie de respuesta.
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Tabla 4.3 Estabilidad de los CLEAs del disefio central compuesto a las 50h y una
temperatura de 60°C

CLEA
Razén Concentracion  Actividad residual de  Actividad residual en
pH enzima/albimina  glutaraldehido la suspension (%) el CLEA (%)
(mg/mg) (mM)
2,8 10 25 56,8 245
15 65,8 37,8
2 35 48,6 2,8
s 15 40,9 20
19 35 116 69,6
10 25 103,4 497
10 25 99,6 46,8
10 25 98,6 44 2
10 25 100,7 473
10 25 99,1 452
f 10 25 101,2 48,9
10 41,8 90,6 21
10 8,2 40,8 8,6
18,4 25 92,4 60,8
1,6 25 95,1 39,8
5 15 61,7 40,9
95 35 65,3 51
' 15 15 65 32,7
35 93,2 70,2
1.2 10 25 92,1 52

Al observar la Figura 4.5 se hace evidente que es posible el ascenso hacia el 6ptimo al
incrementar la razén enzima/albimina (lo que implica una disminucién de la adicion de
albumina en la preparacién del CLEA de lipasa). Por esta razon se han preparado CLEAs de
lipasa PS con altas razones enzima/albimina (30 y sin la adicién de albumina). En la Tabla
4.4 se observa como esta disminucion en el contenido de albumina afecta la actividad de
sintesis y su relacion con la actividad de hidrélisis. Este ejercicio permite establecer que al
aumentar la razén enzima mas allas de valor 6ptimo, la actividad especifica de sintesis
disminuye, lo que puede deberse a que la albumina ya no actua como un espaciador entre
molécular de lipasa, lo que resultaria en un CLEA con mayores restricciones difusionales
internas respecto a la actividad de sintesis (sustrato de mayor tamafo). Estos resultados
ratificarian que el CLEA seleccionado para continuar el estudio seria el CLEA éptimo
obtenido de la metodologia de superficie de respuesta, sin embargo, se analizara la
estabilidad térmica de los CLEAs de la Tabla 4.4 para evaluar el efecto del aumento de la

razon enzima/albumina sobre la actividad residual de la suspension y laactividad residual en
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el CLEA luego de 50h a 60°C (Tabla 4.5) (metodologia 3.3.7).

Tabla 4.4 Actividades de hidrolisis y sintesis de CLEA a distintas razones enzima/albimina.
Los CLEA presentados han sido preparados con glutaraldehido a pH 11,2

SLER Actividad especifica Actividad especifica
Razén Concentracion de hidrolisis de sintesis
enzima/albimina  glutaraldehido (Un/g cLea) (Us/g cLea)
(mg/mg) (mM)

18,4 36,8 32,8 173,8
30,0 36,8 60,6 140,0
sin albumina 36,8 206,2 77,3
sin albumina 41,8 168,3 62,8

La Tabla 4.5 muestra que al ir aumentando la razén enzima/albimina va disminuyendo tanto
la actividad residual de la suspensién como la actividad residual en el CLEA, indicando que
la disminucién de la cantidad de albumina en la preparacion de CLEAs de lipasa PS va en
desmedro de la estabilidad estructural del CLEA (entrecruzamiento deficiente).

Tabla 4.5 Actividades residuales de la suspension de CLEA y actividad residual en el CLEA
al ser sometido a inactivacion térmica a 60°C por 50 h. Los CLEAs de lipasa PS
presentan distintas razones enzima/albumina y han sido preparados con
glutaraldehido a pH 11,2

CLEA

Concentracion  Actividad residual de la  Actividad residual en

Razonmasica 10 oldehido suspension (%) el CLEA (%)
enzima/albiumina
(mM)
18,4 36,8 89,6 49 1
30 36,8 40,4 43
sin albimina 36,8 27,3 1,9
sin albumina 41.8 33,5 0,2

En la Figura 4.6 se muestran las cinéticas de inactivacién térmica de CLEAs de lipasa PS,
tomando como referencia la estabilidad de la lipasa PS sin inmovilizar (enzima soluble). La
modelacién de los datos experimentales se ha realizado mediante el uso del programa SPSS
8.0. Los resultados indican que el CLEA con G 36,8 y R 18,4 se ajusta a una inactivacion de
primer orden con actividad residual distinta de cero; los CLEA con G 36,8 y R 30 y CLEA con

G 36,8 y sin adicién de albumina se ajustan a una inactivacion bifasica con actividad residual
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cero y el CLEA con G 41,8 y sin adicion de albumina junto con la lipasa PS sin inmovilizar se

ajustan a una inactivacion bifasica con actividad residual distinta de cero.

1,2

0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

tiempo (h)

Figura 4.6 Inactivacion térmica a 60°C de la suspension de CLEAs preparado con
glutaraldehido a pH 11,2 y distintos valores de R y G. Las lineas continuas indican la
modelacion de los datos experimentales y los puntos indican los datos experimentales. | : G
36,8mM y R 18,4mg/mg; ®: G 36,8mM y R 30mg/mg; a: G 41,8mM y sin adicion de albumina;
¢ : G 36,8mM y sin adicion de albumina; @ : lipasa PS sin inmovilizar (enzima en solucion). E:
es la actividad de hidrélisis de la suspensién del CLEA en medio acuoso a diferentes
tiempos; Eo: es la actividad de hidrélisis del CLEA en medio acuoso a tiempo cero; E/Eo:
representa la fraccion de la actividad de hidrélisis de la suspensién a un tiempo determinado.
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4.4 Evaluacion del uso de dextrano aldehido (DPA) como agente de entrecruzamiento

Inicialimente se realizaron experiencias con el fin de encontrar la cantidad de agente de
entrecruzamiento que debe ser utilizada para poder retener la mayor cantidad de actividad
en el CLEA de lipasa PS. Se ha usado una solucion inicial de DPA de 30 g/l como se
menciona en la metodologia 3.2.6. Cabe destacar que se han seleccionado tres
concentraciones de dextrano aldehido y que concuerdan aproximadamente con las
concentraciones de glutaraldehido respecto a la cantidad de moles de grupos aldehido
ofrecidos por cantidad de moles de grupos amino presentes tanto en la albimina como en la
lipasa (ver Anexo 11).

A continuacién, en la Figura 4.7 se muestra el efecto de la concentracién de DPA en la
suspension de la preparacion del CLEA sobre la actividad especifica de sintesis del
biocatalizador. En el gréafico se observa que la actividad de sintesis maxima del CLEA (183
Us/g CLEA), se obtiene a una concentracion de DPA de 2,2g/L. El rango de concentracion de
DPA en el cual se logra un rango de actividades especificas de sintesis similares a las
obtenidas con los CLEA preparados con glutaraldehido esta entre 1,7 y 2,7 g/L (rango de
concentraciones de DPA que aportan razones de grupos aldehido/grupos amino similares a
las aportadas por los CLEA preparados con glutaraldehido, ver Anexo 11).

Debido a que la medicion de la actividad de sintesis requiere de un medio y muestras
relativamente anhidras, no se han podido cuantificar las actividades de sintesis de los
sobrenadantes de la preparaciéon de CLEAs con DPA, razén por la cual se ha determinado
solamente su actividad de hidrélisis; sin embargo, el perfil de actividad de hidrélisis del
sobrenadante a distintas concentraciones de DPA, concuerda con el aumento de actividad

de sintesis en el CLEA.
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Figura 4.7 Seleccion de la concentracion del agente de entrecruzamiento (DPA) en funcion
de la actividad de sintesis del CLEA de lipasa resultante. Las experiencias se
realizaron a partir de una solucién de lipasa PS 50mg/mL en tampon fosfato

25mM pH 7,0 a una temperatura de 4°C.

En la Tabla 4.6 se puede apreciar la actividad de hidrélisis y el tamafio de particula de los
CLEA elaborados a distintas concentraciones de DPA y razones enzima/albimina. El disefio
de los experimentos se desarrollé6 tomando en cuenta tres concentraciones de DPA, donde
2,2g/L es el valor central y los extremos se calculan para permanecer en el rango de mayor
actividad de sintesis mostrado en la Figura 4.7. Para cada una de estas concentraciones se
pretende ver el efecto de utilizar una alta o una baja razén enzima/albumina y como afectan
estas variables en el tamafio de particula y la actividad de hidrélisis del CLEA de lipasa.

Tabla 4.6 Actividad de hidrélisis y tamafio de particula de CLEAs de lipasa PS entrecruzados
con dextrano aldehido.

CLEA
Razén Concentracion Actividad de hidrélisis Tamario de particula
enzima/albumina  dextrano aldehido (U/g CLEA) (um)
(mg/mg) (g/)
5 1,7 53,4 126,2 +/- 53,5
15 1,7 69,5 526 +/- 18,7
5 2,2 64,2 116,6 +/- 54,3
15 2,2 80 65,9 +/- 26,2
5 27 531 120,2 +/- 56,3
15 2,7 79,5 86,9 +/- 29,5
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En la Tabla 4.7 se muestra el efecto de la concentracion de DPA vy la razén enzima/albumina
sobre la estabilidad térmica de la suspension de CLEAs de lipasa y la retencién de actividad

en el CLEA (segun metodologia 3.3.7).

Tabla 4.7 Actividades residuales de la suspension de CLEA y actividad residual en el CLEA
al ser sometido a inactivacion térmica a 60°C por 50 h. Los CLEAs de lipasa PS
han sido preparados con dextrano aldehido como agente de entrecruzamiento

CLEA
Razén Concentracion Actividad residual de la  Actividad residual en
enzima/albumina dextrano aldehido suspension (%) el CLEA (%)
(mg/mg) g/
5 1,7 1215 37.8
15 1.7 98,6 47 4
5 2,2 829 254
15 2,2 109,1 31,3
5 27 725 36,4
15 2.7 56,1 99

Segln los resultados de la Tabla 4.7, se puede determinar que al llevar a cabo el
entrecruzamiento con dextrano aldehido se obtienen bajos porcentajes de retencién de
actividad en el CLEA luego de 50h a 60°C en medio acuoso en comparacion con los

logrados al utilizar glutaraldehido (Tabla 4.5).

Finalmente, segun los resultados obtenidos con los CLEA preparados con glutaraldehido y
con dextrano aldehido, podemos mencionar que aun cuando se logran actividades
especificas de sintesis similares, las actividades residuales en los CLEA luego de ser
sometidos a inactivacion térmica presentan diferencias significativas. Al respecto, la maxima
actividad residual de los CLEA preparados con dextrano aldehido es de 47,4% y la de los
CLEA preparados con glutaraldehido es 70,2%. De acuerdo a estos resultados, se opté por
continuar el estudio con el CLEA resultante de la optimizacion mediante superficie de
respuesta (pH: 11,2; G: 36,8 y R: 18,4).
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4.5 Determinacion de las variables implicadas en la produccion de biodiesel con
CLEAs de lipasa a partir de aceite de raps canola

4.5.1 Caracterizacion del aceite de raps canola

Se ha caracterizado el aceite de raps canola utilizado en el presente estudio mediante la
determinacion del perfil de acidos grasos (metodologia 3.2.5). La Tabla 4.8 muestra que el
perfil de acidos grasos concuerda aproximadamente con el obtenido de bibliografia y
mostrado en la Tabla 2.1. Este resultado permite la comparacién de los resultados obtenidos
con los resultados encontrados en otros trabajos que utilicen el mismo aceite. Al respecto,

las diferencias podrian deberse a la sensibilidad de los métodos analitico utilizados.

Tabla 4.8 Perfil de acidos grasos del aceite de raps canola refinado.

- — = —
e — % del total de acidos % del total de acidos

grasos grasos @
C14 0,10 0
C16 494 3.5
C16:1 0,25 0
Cc18 1,54 0,9
C18:1 61,87 64,4
c18:2 19,58 22.3
C18:3 9,18 8,2
C20 0,62 0
C20:1 1,24 0
Cc22 0,31 0
C22:1 0,37 0

(a): Resultados reportados en Ma y Hanna, 1999.

De acuerdo al perfil de acidos grasos del aceite se puede calcular el indice de yodo, el cual
es uno de los parametros que limita el uso de ciertos aceites para ser empleados para la
produccion de biodiesel. La norma europea EN 14214 determina tanto los parametros que se
deben considerar al caracterizar el biodiesel como los valores entre los que se deben
encontrar dichos parametros. Segun dicha norma, el valor del indice de yodo no debe ser
superior a 120, lo que limita el uso de aceites a aquellos cuyos acidos grasos posean una

baja cantidad de instauraciones. Segun lo anterior, se ha calculado el indice de yodo
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considerando el perfil de acidos grasos mostrado en la Tabla 4.8 (ver Anexo 12), obteniendo
un valor de 112,1 considerando la caracterizacion realizada mediante metodologia 3.2.5 y
114,9 considerando el perfil de acidos grasos reportado por Ma y Hanna (1999), lo que

permite que éste aceite sea utilizado en la produccién de biodiesel.

4.5.2 Determinacion del medio de reaccién para la produccion de biodiesel usando
CLEA de lipasa PS

Para poder determinar el medio de reaccion que sera usado para las experiencias de
produccion de biodiesel, se ha realizado un disefio factorial de experimentos que considera
cuatro variables (refinancion del aceite, aceptor de acilo, uso de co-solvente y adicion de
agua) y dos niveles, lo que da un total de 16 experimentos. Cabe sefialar que los niveles de
tres de las cuatro variables son cualitativos (ver Tabla 3.6). Los experimentos han sido
realizados en triplicado segun la metodologia experimental 3.3.10 usando como catalizador
el CLEA de lipasa PS elaborado bajo las condiciones obtenidas de la optimizaciéon por
metodologia de superficie de respuesta.

A continuacién se muestran los resultados de las cinéticas de produccion de biodiesel
dependiendo del alcohol usado para llevar a cabo la transesterificacion de aceite de raps
canola. La cuantificacién del rendimiento de conversiéon es estimada restando al 100%
tedrico la suma del porcentaje de los acilglicéridos remanentes en el medio de reaccion
(valores con los cuales se elaboran las Figuras 4.8 y 4.9).

Se debe hacer notar que la mayoria de los trabajos que utilizan biocatalizadores para la
produccion de biodiesel trabajan con porcentajes en peso del biocatalizador respecto a la
masa de aceite; sin embargo, en el presente trabajo se expresara este dato como razén
enzima/sustrato (E/S) considerando que la enzima es la masa de CLEA de lipasa PS y el

sustrato es la masa de aceite usado en la reaccion.
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Uso de metanol como aceptor de acilo
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Figura 4.8 Cinética de produccion de biodiesel a 40°C, una razén molar metanol/aceite de
4:1 y una razon E/S de 0,1. A: Uso de aceite de raps canola no refinado, B: Uso de aceite de
raps canola refinado. A: Uso de tert-butanol como cosolvente (razon volumétrica 1:1 respecto
al volumen de aceite) y sin agua en el medio de reaccion. A : Uso de fert-butanol como
cosolvente (razon volumétrica 1:1 respecto al volumen de aceite) y un 5%p/p de agua en el
medio de reaccion respecto a la masa de aceite. 00 : Sin uso de co-solvente y con un 5%p/p
de agua en el medio de reaccion respecto a la masa de aceite. M : Sin uso de co-solvente y
sin adicion de agua al medio de reaccion.
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Uso de etanol como aceptor de acilo
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Figura 4.9 Cinética de produccion de biodiesel a 40°C, una razén molar etanol/aceite de 4:1
y una razon E/S de 0,1. A: Uso de aceite de raps canola no refinado, B: Uso de aceite de
raps canola refinado. A : Uso de tert-butanol como cosolvente (razon volumeétrica 1:1 respecto
al volumen de aceite) y sin agua en el medio de reaccion. A : Uso de tert-butanol como
cosolvente (razén volumétrica 1:1 respecto al volumen de aceite) y un 5%p/p de agua en el
medio de reaccion respecto a la masa de aceite. O : Sin uso de co-solvente y con un 5%p/p
de agua en el medio de reaccion respecto a la masa de aceite. B : Sin uso de co-solvente y
sin adicion de agua al medio de reaccion.
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Como se puede observar en las figuras 4.8 y 4.9, los valores maximos de conversion son
similares. Para aclarar cual es la mejor condicion para la produccién de biodiesel usando el
CLEA de lipasa PS seleccionado, se muestra la Tabla 4.9, donde aparece el valor del
contenido de acidos grasos libres en el punto final de la cinética (3h de reaccién), con el cual
se puede tener la cuantificacion exacta de la conversion de biodiesel. El porcentaje de acidos
grasos del aceite refinado y no refinado al inicio de la reaccion es de 0,89% y 1,77%
respectivamente.

Para el calculo de los rendimientos de conversion de alquil ésteres de acidos grasos
estimado y considerando el contenido de acidos grasos libres, ver ejemplo en Anexo 5.

Tabla 4.9 Acidos grasos libres y rendimiento de conversion de AEAG usando distintos
medios de reaccion. Las reacciones fueron llevadas a cabo a 40°C con una razén
alcohol/aceite de 4:1 y una razén E/S de 0,1

Condiciones de reaccién Acidos o

rasos libres Conversion de

Alcohol Aceite | Co-solvente | Agua (%) |9 Conlp) | AEAG (%pip)
. 0 3.1 64,5
No refinado Ningune 9 13,7 44,3
0 44 58,8
tert-butanol 5 5.1 496
Metanol o 0 24 59:6
. 9 5 43 19

Refinado
tert-butanol 0 5,6 93,4
5 15,5 50,3
T T T T ——
No refinado ! :
0 49 52,8
tert-butanol

Etanol 5 19,8 456
e 0 2,4 70,5
: 5 16 51,6
Refinado 0 61 51’2
tert-butanol 5 20.7 452

De acuerdo a los resultados obtenidos, en todos los casos se obtiene que el mayor
rendimiento es obtenido sin uso de co-solvente y sin adiciéon de agua al medio de reaccion.
Dentro de estos resultados el que presentdé el mayor rendimiento de conversion de alquil
ésteres de acidos grasos fue la reaccion en la que se utilizo etanol y aceite de raps refinado.
Por lo tanto, se selecciona la mezcla de reaccidon compuesta de etanol y aceite de raps

canola refinado para los siguientes experimentos.
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4.5.3 Determinacion de la temperatura de reaccion y razén E/S empleado para la
produccion de biodiesel

Efecto de la temperatura en la cinética de produccion de biodiesel

Se han realizado las reacciones segun la metodologia 3.2.13 a 30°C, 40°C y 50°C con el fin
de determinar el efecto de la temperatura en el rendimiento de conversién maximo obtenido
con el CLEA de lipasa PS seleccionado en el punto 4.3 segun los valores 6ptimos de la
metodologia de superficie de respuesta. En la Figura 4.10 se muestran las cineticas de
produccion de biodiesel a las distintas temperaturas mencionadas anteriormente, donde se

puede apreciar que la mejor temperatura es 40°C.
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Figura 4.10 Efecto de la temperatura en la cinética de produccion de biodiesel con una razén
E/S de 0,1 y una razén molar etanol:aceite de 4:1

Efecto de la razén E/S en la cinética de produccion de biodiesel

A continuacion se muestra la Figura 4.11 donde se evalla el efecto de la razén E/S sobre la
cinética de produccion de biodiesel. Se puede apreciar que a tiempos de 20h las
conversiones comienzan a converger alrededor del 70%p/p, conversion que se alcanza a las
3h de reaccion con una razén E/S de 0,1, mostrando una mayor velocidad de produccién de

biodiesel. Previo a estas experiencias se consider6 el uso de razones E/S de 0,2, logrando
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rendimientos de conversion de alquil ésteres de acidos grasos de 77% luego de 20h de
reaccion, incremento de biocatalizador que no se justifica con el bajo incremento en el

rendimiento de conversion.

100

grasos (%p/p)

Conversion etil ésteres de acidos

O T U L T
0 5 10 15 20 25

tiempo (h)

—e— E/S=0.05 —a— E/S=0,075 —a— E/S=0,1

Figura 4.11 Cinéticas de produccion de biodiesel a distintas razones E/S. Las reacciones se
realizaron a una razén molar etanol:aceite de 4:1 y una temperatura de 40°C.

En la Figura 4.12 se muestra la cinética de produccién de biodiesel (EEAG) y las cinéticas de
produccion y consumo de los acilglicéridos como intermediarios de la reaccion usando una
razon E/S de 0,1. Se observa un consumo rapido de los triglicéridos, por lo tanto una
produccién rapida de diglicéridos, los cuales también se consumen relativamente rapido
hasta las 3h de reaccién. El consumo de los diglicéridos produce monoglicéridos, los que se

consumen muy lentamente a partir de las 3h.
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Figura 4.12 Cinéticas de produccion de biodiesel y de produccion y consumo de
acilgliceridos a 40°C, razén etanol/aceite 4:1 y razén E/S 0,1. EEAG: etil
ésteres de acidos grasos. Los acilglicéridos son: triglicéridos (TG), diglicéridos
(DG) monoglicéridos (MG).

4.6 Estrategias de aumento de la conversion de alquil ésteres de acidos grasos de
aceite de raps/canola

4.6.1 Adicion de etanol en pasos sucesivos

Como se explicé en el capitulo 2, la adicién de etanol en pasos sucesivos al medio de
reaccion evitaria su efecto negativo sobre la produccién de biodiesel. Debido a que no se ha
logrado obtener rendimientos de conversion superiores a 73% (p/p), se ha intentado la
estrategia de la adicion sucesiva de 1 equivalente molar de alcohol respecto a los
triglicéridos hasta completar la razon estequiométrica de 3 equivalentes molares por cada
equivalente molar de triglicérido. La Figura 4.13 muestra la cinética de produccién de
biodiesel utilizando la estrategia anteriormente mencionada. Se agrega un equivalente molar
de etanol a tiempo Oh y luego de alcanzar un rendimiento cercano a 33% p/p (rendimiento

tedrico maximo para cada equivalente molar de alcohol) se adiciona el siguiente equivalente
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molar, con el que teéricamente se alcanzaria una conversion de 66% p/p, lo que se observa
a los 150 minutos de reaccion. Al adicionar el ultimo equivalente molar se espera obtener un
rendimiento cercano al 100% p/p, sin embargo, se obtienen valores cercanos a los obtenidos
en el punto 4.5.3, lo que indica que la detencién de la produccién de biodiesel no es producto
del efecto negativo del alcohol sobre el biocatalizador. Cabe mencionar que luego de 20h se
cuantifico el rendimiento de conversion y éste permanecié en 74% p/p.

100 \

8 90 |
(]
g
® 801 74%
° - SU— |
g 70 |
2w 66%
T

s 50
$8
E 40
§ W 33%
© ]
3 20
2 10
[=]
O 0 - - ; !

0 50 100 150 200 / foo 1150 1200

tiempo (min)

Figura 4.13 Adicién de etanol en pasos sucesivos al medio de reaccion. Se agrega el primer
equivalente molar de etanol a tiempo cero. Las flechas indican la adicion de un
equivalente molar de etanol al medio de reaccion. Reaccion a 40°C y razén E/S
de 0,1.

4.6.2 Adicion de silica gel al medio de reaccion

Un factor negativo que pueda estar deteniendo la reaccion seria el depésito del glicerol sobre
la superficie del biocatalizador provocando limitaciones de transferencia de masa para que
los acilglicéridos accedan al sitio activo de la lipasa. En la Tabla 4.10 se muestra el efecto de
la adicion de silica gel al medio de reaccion en la maxima conversion de EEAG. Segun los
resultados se ha observado un aumento de la conversion de EEAG al aumentar la cantidad

de silica gel agregada al medio de reaccion.
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Tabla 4.10 Efecto de la adicion de silica gel al inicio de la reaccion sobre el rendimiento de
conversiéon de biodiesel. Las reacciones se realizaron a una temperatura de
40°C, una razén molar etanol/aceite de 4:1, una razén E/S de 0,1 y un tiempo
de reaccién de 20h

Silica gel (%p/p) Conversion EEAG (%p/p)

0 74,3
10 81,7
20 89.4
342 91,3

Segun los resultados de la Tabla 4.10 se han realizado las cinéticas de produccion de
biodiesel mostrada en la Figura 4.14 utilizando un 20%p/p de silica gel en el medio de
reaccion a distintas razones E/S para determinar el efecto que tiene la disminucion de la

cantidad de CLEA en el medio de reaccion en presencia de silica gel.
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Figura 4.14 Cinéticas de produccion de biodiesel a distintas razones E/S. Las reacciones se
realizaron a una razén molar etanol:aceite de 4:1, una temperatura de 40°C y
una cantidad de silica gel de 20% respecto a la masa de aceite.

4.6.3 Lavados del CLEA de lipasa PS previo a su reutilizaciéon

En la Figura 4.15 se muestra el efecto del lavado del biocatalizador sobre la conversion de
EEAG. Se realizan experiencias de produccion de biodiesel con CLEA de lipasa y con CLEA
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de lipasa PS adicionando 10% de silica gel. Para cada caso se realiza un duplicado y se
mide la conversion de EEAG a las 20h de reaccion. Luego de terminar las reacciones se usa
uno de los duplicados para iniciar otra reaccion a 20h (con el CLEA de lipasa PS o con la
mezcla de silica gel y CLEA de lipasa PS usados en la primera reaccion) y el otro duplicado
para lavar el CLEA (o CLEA+10% de silica gel) con tert-butanol y posteriormente usario en
una segunda reaccion a 20h. Se puede apreciar que si bien se logra una conversion mayor
al usar silica gel en la primera reaccion, en la segunda (con o sin lavado del CLEA) la
conversion es menor en el caso en que se utiliza el CLEA de lipasa PS con la adicién de

silica gel.

90

@ Primera reaccion 20h
80
70 - ® Reuso sin lavado 20h reaccion

O Reuso lavado con tert-butanol 20h reaccion

10 A

Conversion etil ésteres de acidos grasos
(%p/p)

E/S=0,1y 10% silica gel E/S=0.1
Biocatalizador

Figura 4.15 Evaluacion de la reutilizacion de biocatalizadores lavados con tert-butanol.
Reacciones realizadas a 40°C, razén molar etanol:aceite de 4:1.

Como se puede observar en la Figura 4.15, el uso de silica gel en el medio de reaccién logra
aumentar el rendimiento de conversion en el primer lote de reaccion; sin embargo, no es util
al intentar realizar un segundo lote de reaccion, lo que no posibilita su uso en procesos a

nivel industrial, en los que es deseable la reutilizacién del biocatalizador.

4.6.4 Elaboracion de CLEAs de lipasa con superficie hidrofébica

Con el propésito de mejorar el rendimiento de conversién de biodiesel se ha abordado la
estrategia de producir CLEA de lipasa PS con superficie hidrofébica para evitar que el
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glicerol generado como subproducto de la reaccién se deposite en la superficie del
biocatalizador. Para tal efecto se han empleado cuatro alcoxisilanos (compuestos usados
para generar la hidrofobizacion de superficies) y tres agentes de entrecruzamiento (diaminas)
segun lo establecido en la metodologia 3.3.7. Los CLEAs han sido evaluados respecto a su
conversion de EEAG, actividad de sintesis, contenido de proteina y tamario de particula.

En la Tabla 4.11 se muestran los valores de actividad especifica de sintesis, contenido de
proteina en los CLEAs y tamario de particula. Ademas se han calculado los rendimientos de
inmovilizacion de cada CLEA considerando la masa (Rl,=(masa CLEA final/masa inicial de
lipasa PS comercial)*100) y considerando la actividad de sintesis (Rl;=actividad de sintesis

CLEA final/actividad inicial de sintesis de la lipasa PS comercial)*100).

Tabla 4.11 Caracterizacion de CLEAs de lipasa PS con superficie hidrofébica.
CLEA hidrofébico Actividad

U Proteina en o " Tamafio

TMPS 147,8 248 46,7 108,4 51,5+12,9

MXDA TES 27,5 11 206,5 87,9 65,5+20,1
PTES 131,1 20,4 49,4 100,4 63,4£18,5

TMMS 70,2 14,4 1139 1239 55,5+13,6

TMPS 97,2 21,7 48 72,3 54,9+12,5

HMDA TES 37,6 12,7 124,3 72,4 38,219,8
PTES 113,5 249 48,1 84,7 58,2+20,9

TMMS 183,5 13,9 1094 311,2 52,4%15,5

TMPS 58 19,2 46 41,3 55,3+12,9

DAHP TES 471,8 14,9 748 546,8 44+17,2
PTES 106,5 30,7 14,1 23,3 55,8+18,7

TMMS 39,2 11,9 83,6 50,7 71,4120,6

Los CLEAs con los que se obtienen los mayores rendimientos de conversion (CLEA HMDA
PTES y CLEA DAHP PTES) en la Table 4.12, presentan un comportamiento muy diferente
en cuanto a sus rendimientos de inmovilizacion (Rl y Rl,) de la Tabla 4.11, siendo el CLEA
DAHP PTES el que muestra rendimientos comparativamente bajos respecto al CLEA HMDA
PTES, por lo que se seleccionara este Ultimo para realizar una cinética de produccion de

biodiesel.
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En la Tabla 4.12 se muestra el rendimiento de conversion y el contenido final de
acilglicéridos obtenido luego de 20h de reaccion a 40°C y 10% de CLEA de lipasa PS
hidrofobizado con las diferentes combinaciones entre agente de entrecruzamiento y

alcoxisilano.

Tabla 4.12 Efecto del agente de entrecruzamiento y adicién de alcoxisilanos en el
rendimiento de conversion de EEAG y acilglicéridos (TG, DG y MG) remanentes
en la mezcla luego de 20h de reaccion

Ager(]:tlé%/; hidrofébico MG DG TG Rée‘-)nnci:;nrzg;o
o3 o 0 o
entrecruzamiento AlosIanG (%p/p) (%p/p) (%p/p) EEAG (%p/p)
TMPS 91403 64104 14101 83,110,6
MXDA TES 12¢04 11,1£0,1 3,7+0,7 73,240,4
PTES 11211 61 1+0,3 8210,2
TMMS 12,5+0,1 75401 1,101 7940,1
TMPS 3+0,3 3,5#0,1 1,3%0,2 92,2+0,4
HMDA TES 10,8+0,9 16,240,1 711 6610,2
PTES 0,8+0,3 1,840,3 0,610,2 96,8+0,5
TMMS 13,610,1 8,7+1,3 1,910,1 75,710,1
TMPS 2,7+0,1 34103 1,410,1 92,5+0,6
DAHP TES 5,2+0,1 45403 1,7401 88,740,4
PTES 0,6+0,2 0,9+0,1 1,2+0,1 97,4140,3
TMMS 44+02 47+01 1,901 89,2+0,4

Como se puede observar, se han logrado rendimientos de conversién de aproximadamente
97% plp, implicando un gran avance en la aplicacion de biocatalizadores en la produccion de

biodiesel.

Segun la metodoglogia 3.3.7 para preparar CLEAs hidrof6bicos, se debe oxidar la enzima
para generar grupos aldehidos en la superficie de la enzima, lo que le permitiria
entrecruzarse con los grupos amino de los agentes de entrecruzamiento. En la Figura 4.16
se muestra la carga de grupos aldehido en la superficie de la lipasa de B. cepacia al ser
oxidada. Se ha tomado en cuenta la oxidacion de los grupos hidroxilo de las cadenas
laterales de serina, treonina y tirosina. La cantidad de estos residuos en la lipasa es un total
de 70, que es 10 veces mayor a la cantidad de residuos de lisina empleados para
entrecruzarse en el caso de la utilizacion de glutaraldehido como agente de
entrecruzamiento. Esto permitiria la preparacion del CLEA sin la adicion de albumina, lo que

podréa ser contrastado segun los resultados de la Tabla 4.13 y discutido en el punto 5.7.
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Figura 4.16 Superficie de lipasa de Burkholderia cepacia mostrando los residuos de treonina,
tirosina y serina (en color naranjo) cuyas cadenas laterales poseen grupos
hidroxilo que pueden ser oxidados a aldehidos. En azul se destacan los
residuos del sitio activo (Serina 87, Acido aspartico 264, Histidina 286) y en
negro se destaca la serina 87 que es parte de los residuos del sitio activo (Lang
et al., 1998) y simultaneamente uno de los residuos que se oxidan.

Como se menciono anteriormente, el CLEA PTES HMDA se ha seleccionado para realizar la
cinética de produccién de biodiesel (Figura 4.17), donde se puede apreciar que se obtiene
una conversion maxima a un tiempo cercano a 20h. Ademas, se puede observar que
utilizando el CLEA con superficie hidrofébica, se pueden seguir transesterificando los
intermediarios de la reaccion, lo que no ocurre al usar el CLEA seleccionado en el punto 4.3,

como se muestra en la Figura 4.12.
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Figura 4.17 Cinéticas de produccion de biodiesel y de produccion y consumo de
acilgliceroles a 40°C, una razén E/S de 0,1 con CLEA PTES-HMDA y una
razén etanol:aceite de 4:1. EEAG: etil ésteres de acidos grasos. Acilglicéridos:
triglicéridos (TG), diglicéridos (DG) y monoglicéridos (MG).

En la Tabla 4.13 se muestran los cambios del CLEA PTES HMDA en términos de masa,
contenido de proteina y actividad especifica de sintesis durante el transcurso de la reaccion.
Estos datos entregan un indicio de lo que estaria ocurriendo con el CLEA tanto en la etapa
inicial de la reaccién (entre Oh a 5h) como en la parte de la cinética que se comporta como
una recta (entre 5h y 20h como se muestra en la Figura 4.17). El CLEA PTES HMDA
contiene un 24,9% de proteina inicialmente, lo que representa el 100% al inicio de la
reaccion. Respecto a la masa de CLEA, se puede observar que el CLEA se comienza a
solubilizar en el medio de reaccion, lo que se observa en la disminucion progresiva del
porcentaje relativo de CLEA en el medio de reaccion; sin embargo, entre las 0 y 5 h no existe
una gran disminucién en el porcentaje relativo de proteina en el CLEA, lo que quiere decir
que la mayoria de la masa de CLEA perdida en este rango de tiempo no es proteina, la que
se empieza a concentrar en el CLEA resultando en un aumento de la actividad especifica de
sintesis. Entre las 5 y las 20 h se puede observar una pérdida tanto de la masa de CLEA
como de la proteina, lo que se traduce en una pérdida de actividad especifica de sintesis. La
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posibles implicaciones de los resultados correspondientes a la Figura 4.17 y la Tabla 4.13 se
explicaran en profundidad en la seccion 5.7.

Por otra parte, se ha cuantificado la estabilidad térmica a 60°C (actividad residual de la
suspension y la actividad residual en el CLEA PTES HMDA en medio acuoso) en forma
analoga a los datos mostrados en las tablas 4.3, 4.5 y 4.7, obteniendo 66,7% de la actividad
de la suspension luego de 50h y un porcentaje de actividad en el CLEA de 62,7% luego de
50h.

Tabla 4.13 Caracterizacion del CLEA PTES HMDA durante la reaccion de transesterificacion

Porcentaje

: : Porcentaje
T;Z;nc%?éie ri':t'e\ﬁnd;gl' dEeA relativo de  Actividad sintesis
. proteina en (Us/g cien)
(h) fe?g;:)m" CLEA (%)
0 100 100 117,3
15 79,6 99,6 128,7
3 739 98,8 140
5 70,3 96,8 143,4
10 69,8 83,5 99,9
15 61,4 743 77,2
20 51,1 65,5 56,5

Por otra parte, al recuperar la masa final de CLEA mediante centrifugacion, lavarla con
acetona y reutilizarla en la misma cantidad de aceite usado en la primera reaccion (lo que
representa el uso de CLEA PTES HMDA a una razéon E/S de 0,051), se obtuvo un
rendimiento de conversion de 94,5%p/p luego de 20h de reaccion. La accién se repitidé una
vez mas y se obtuvo casi la totalidad de la masa de CLEA, la que fue lavada con acetona y
fue reutilizada nuevamente, consiguiendo un rendimiento de conversion de 93,2%p/p. Lo
anterior deja en evidencia que es posible la reutilizacion del CLEA PTES HMDA, con lo que

se presenta una nueva ventaja para su aplicacion en la produccion de biodiesel.
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5 Discusion

5.1 Seleccion de lipasa para su uso en la produccion de biodiesel

Segun los resultados del punto 4.1 se ha determinado que las lipasas del género
Burkholderia (B. cepacia y B. fluorescens) poseen las mayores actividades de sintesis. En
otros estudios (Salis et al., 2008) se analizaron ocho lipasas comerciales distintas, las que
fueron inmovilizadas en un soporte macroporoso de polipropileno. Dentro de las lipasas
utilizadas se encuentran las estudiadas en el presente trabajo, y se ha llegado a la
conclusion de que las lipasas provenientes del género Burkholderia (B. fluorescens y B.
cepacia) son las que obtienen mayor rendimiento de conversion de metil ésteres de acidos
grasos en medio libre de co-solvente. Por otra parte, las lipasas de Rhizopus oryzae,
Candida rugosa, Mucor javanicus, Penicillium roqueforti, Aspergillus niger, Penicillium
camembertii inmovilizadas en el soporte de polipropileno, mostraron ser incapaces de
catalizar la sintesis de biodiesel, lo que concuerda con los bajos valores de actividad de
sintesis obtenidos con algunas de estas lipasas mostradas en la Tabla 4.1.

Ademas, la lipasa de R. oryzae es sn-1(3) regioselectiva (Scheib et al., 1998), y debido a que
el sustrato usado para la medicion de actividad de sintesis es solamente un acido graso
unido a pNP, la actividad de sintesis de ésta lipasa es cercana a cero, por lo que el método
usado en la presente tesis no seria util para evaluar lipasas regioselectivas. Sin embargo, los
resultados de Salis et al. (2008) concuerdan con los de actividad de sintesis (Tabla 4.1), por
lo que se muestra como un método rapido y valido para la seleccion de lipasas inespecificas
destinadas a su uso como biocatalizador en la reaccion de transesterificacion de aceites para

la produccién de biodiesel.

Por otra parte, se ha analizado también la estabilidad de las lipasas en un medio no reactivo
pero analogo al medio de reacciéon (presencia de metanol y en un solvente como hexano
anhidro) como se muestra en el punto 4.1. En la Tabla 4.1 las lipasas de Candida rugosa,
Mucor javanicus, Candida sp./Rhizopus sp., Mezcla lipasas de hongos, Burkholderia
fluorescens y Rhizopus oryzae mostraron tiempos de vida media muy bajos respecto a los de
las lipasas de B. cepacia. Estos resultados son coincidentes con otros estudios al respecto,

donde esta lipasa ha mostrado ser estable frente a una amplia gama de solventes organicos
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y ademas posee una alta estabilidad térmica (Sugihara et al., 1992). Por otra parte también
existen estudios que muestran que la lipasa mencionada posee alta tolerancia a la presencia
de metanol (Kaieda et al., 2001). Finalmente, entre la lipasa PS y SL, se ha seleccionado la
lipasa PS ya que muestra mayor actividad especifica de sintesis y mayor estabilidad en
presencia de metanol, perdiendo solamente un 10% de su actividad de sintesis inicial luego
de 24 h.

5.2 Determinacion de las condiciones iniciales de elaboracion de CLEAs previo a la
optimizacion de la actividad de sintesis

Se han identificado los residuos de lisina en la superficie de la lipasa (segun la secuencia
aminoacidica reportada en Pubmed) y los aminoacidos pertenecientes al sitio activo de la
lipasa de B. cepacia (Lang et al., 1998) como se muestra en la Figura 4.1. Esta informacion
permite tener en cuenta por qué sectores se llevara a cabo el entrecruzamiento, el que en el
presente caso no interferiria con el sitio activo de la lipasa, puesto que la mayor parte de los
residuos de lisina se encuentran en el lado opuesto al sitio catalitico. Por otra parte, debido a
que la lipasa de B. cepacia posee una baja cantidad de lisinas capaces de entrecruzarse con
glutaraldehido, se hace necesaria la adicion de albumina a la preparacion de CLEAs de esta

enzima.

Respecto a la seleccion del agente precipitante, al observar la Figura 4.3, se puede
mencionar que es necesaria una menor cantidad de sulfato de amonio (saturado al 60%) y
acetona para comenzar la precipitacion de la lipasa desde la solucién enzimatica respecto a
las cantidades de tert-butanol y polietilenglicol 600. Por otra parte, con la Figura 4.4 se
pueden determinar los rendimientos de inmovilizacién tomando en cuenta tanto la actividad
de hidrolisis como la de sintesis. Lo anterior permite determinar que no existe relacion
directamente proporcional entre ambas actividades, siendo necesario considerar la reaccion
en la cual sera utilizado el biocatalizador. En el presente estudio los CLEAs de lipasa PS
seran empleados en una reaccion de sintesis (transesterificacion de aceite de raps con un
alcohol). Segun los resultados, se puede apreciar que la acetona es la que muestra el mayor
rendimiento de inmovilizacion tomando en cuenta la actividad de sintesis, por el contrario,
con el uso del mismo agente precipitante se obtiene el menor rendimiento de inmovilizacion

tomando en cuenta la actividad de hidrolisis. Si se analiza, éste es el mejor resultado debido
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a que con el uso de acetona en la precipitacion se obtiene un CLEA de lipasa PS que
privilegia la transesterificacion por sobre la hidrélisis. Si se observan los valores de
rendimiento de inmovilizacion considerando actividad de sintesis, los casos en los que se
usan solventes organicos como fert-butanol y acetona, muestran una hiperactivacion
(rendimientos de inmovilizacion mayores al 100%), lo que se habia observado anteriormente
en otros trabajos que utilizan lipasas en funcion de la actividad de hidrélisis (Palomo et al.,
2002: Hara et al., 2008; Lopez-Serrano et al., 2002). En el presente trabajo se muestra el
efecto de hiperactivacién en relacion a la actividad de sintesis, lo que no se habia mostrado
en trabajos anteriores. Las posibles explicaciones para este comportamiento son que los
agentes precipitantes provocarian distintos cambios conformacionales en las lipasas y que la
humedad de los CLEAs hace que los biocatalizadores que poseen mayor cantidad de agua
privilegien la reaccion de hidrélisis por sobre la de sintesis, lo que se reflejaria en que los
CLEA preparados con acetona sean los que muestran mayor hiperactivacion respecto a la
sintesis. Por otra parte, el hecho de no encontrar una proporcionalidad entre actividad de
sintesis y de hidrolisis se puede deber a la utilizacion de sustratos diferentes para la

cuantificacion de ambas actividades.

5.3 Optimizaciéon de la actividad de transesterificacion de CLEAs de lipasa PS
entrecruzado con glutaraldehido

En la Tabla 4.2 se muestr6 el disefio central compuesto y los datos de actividad especifica
de sintesis usados para la metodologia de superficie de respuesta. Se ha encontrado un
maximo de actividad de sintesis de 163,3Us/gcea Segun el modelo y un valor experimental
de 173,8Us/gciea @ las condiciones optimas entregadas por la superficie de respuesta. Esto
indica solo un 6,4% de diferencia entre la prediccién del modelo y el valor real.

Segun la Figura 4.5 se podria seguir aumentando R pero de acuerdo a los datos de la Tabla
4.4 al aumentar R a valores mayores al 6ptimo, la actividad especifica de sintesis empieza a
disminuir. Los valores de R varian al cambiar la cantidad de albumina en el CLEA
manteniendo la cantidad de la preparacion en polvo de lipasa comercial constante. De esta
forma, para ir aumentando R, se va disminuyendo la cantidad de albumina en el CLEA. Para
R bajas se aprecian menores actividades de sintesis probablemente debido a que dentro de
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la misma masa de CLEA es mayor la proporcion de albimina que de lipasa. Segun este
analisis al ir aumentando R aumentaria la actividad de sintesis, pero al llegar al 6ptimo
comienza a disminuir la actividad de sintesis, lo que podria deberse a que al ir disminuyendo
la albumina en el CLEA (la que podria servir de espaciador entre las macromoléculas de
lipasa para permitir que ingrese el sustrato en la macroestructura del CLEA), éstos podrian
verse compactados, lo que impediria la expresion de mayor potencial catalitico. Sin embargo,
segun el analisis de ANOVA (Anexo 10) se obtiene que si bien el modelo entregado por la
superficie de respuesta es significativo y se ajusta a los datos experimentales, la variable que
no influye significativamente en el modelo considerando un nivel de confianza de 95% es R.

Esto se puede apreciar también en la Ec. 4.3 que describe la superficie de respuesta, donde
al comparar los coeficientes de las variables pH, G y R, se observa que el coeficiente de la
variable R es el menor de los tres, lo que tiene relacion con la influencia de la variable en la

actividad de sintesis del CLEA de lipasa.

Por otra parte, se sabe que la albimina se encuentra aportando grupos amino provenientes
de los residuos de lisina necesarios para mejorar el entrecruzamiento de los agregados
enzimaticos. El aumento de R podria dar como resultado CLEAs de lipasa con un
entrecruzamiento deficiente o nulo (lo que se puede observar indirectamente a través de la
estabilidad térmica de los CLEA de la Figura 4.6). Al respecto, se sabe que la intensidad de
la interaccion de la enzima con el soporte (que en el caso de los CLEA al no existir soporte
estarian dadas por las interacciones de los agregados enzimaticos con el agente de
entrecruzamiento) seria directamente proporcional a la estabilidad térmica en medio acuoso
(Pedroche et al., 2007). De esta forma, se ha evaluado la estabilidad de la suspension de
CLEA vy la actividad residual en el CLEA luego de una experiencia de estabilidad térmica
llevada a cabo segun la metodologia 3.3.7 (ver ejemplo de calculo en Anexo 8). Como se
observa en la Tabla 4.5, al aumentar R manteniendo contstante G, la actividad de hidroélisis
de la suspension de CLEA sometida a estabilidad térmica va disminuyendo al igual que la
actividad residual en el CLEA, lo que indica la importancia de la adicién de albumina para el
entrecruzamiento de la lipasa PS. En la Figura 4.6 se pueden apreciar las cinéticas de
inactivacion térmica de los CLEA mencionados anteriormente, dejando en evidencia que
mientras mayor sea R la cinética se acerca mas a la estabilidad de la enzima libre, y por el
contrario al usar el valor 6ptimo de R se muestra una estabilidad cercana al 90%, esto
concuerda con los resultados mostrados por Pedroche et al. (2007) usando enzima

inmovilizadas en soportes.
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Debido a las razones anteriormente expuestas, se opté por seleccionar el CLEA preparado a
las condiciones 6ptimas entregadas por la metodologia de superficie de respuesta, el que fue

evaluado en la transesterificacion de aceite de raps canola para la produccion de biodiesel.

Por otra parte, segin el analisis de ANOVA respecto a los datos de la Tabla 4.2 y mostrado
en el Anexo 10, el modelo no es significativo respecto a la actividad de hidrolisis, sin
embargo, la variable que mas influye en la actividad de hidrélisis es G, particularmente G
En general, mientras mayor sea G, menor es la actividad de hidrélisis, pero esto también
dependera del pH del glutaraldehido, lo que determinaria el tamafio del agente de
entrecruzamiento. Sin embargo, como el modelo no es significativo para esta respuesta, no
se puede concluir claramente la incidencia de una u otra variable sobre la actividad de

hidrolisis.

En cuanto al tamafio de particula, segun el Anexo 10 se puede mencionar que el modelo es
significativo y que de las variables estudiadas tanto pH como R son significativos. Debido a
que a pH 4,5 las especies que predominaria serian los hemiacetales cilcicos y monémeros
de glutaraldehido, el hecho de aumentar el valor de R no tendria mucho efecto en el tamafio
de particula, produciéndose finaimente CLEAs de pequefio tamafio. Al trabajar con
glutaraldehido a pH 9,5 se privilegiaria la formacion de polimeros (ver Anexo 8),
observandose los mayores tamarios de particula, lo que dependera también de la cantidad

de albumina disponible para ser entrecruzada.

Respecto al porcentaje de la actividad de la suspension de CLEAs luego de la experiencia de
inactivacién térmica en medio acuoso, el analisis de ANOVA (Anexo 10) arrojé que la
variable que mas influye en dicha respuesta es G, lo que tiene mucho sentido respecto a que
es el agente de entrecruzamiento el que promueve la unioén entre agregados enzimaticos. De
la misma forma, la interaccion de variables muestra ser mas significativa es la relacion entre
Gy R, lo que es debido a que aln cuando se ofrezca un alto valor de G, seria inutil si no se

ofrece la cantidad de albumina necesaria para mejorar el entrecruzamiento.
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5.4 Utilizaciéon de dextrano aldehido como agente de entrecruzamiento

Respecto de la Figura 4.7 se puede mencionar que a las concentraciones de dextrano
aldehido seleccionadas (1,7; 2,2 y 2,7 g/L) se obtienen actividades de sintesis maximas, las
cuales son similares a las obtenidas con el CLEA 6ptimo elaborado con glutaraldehido.

Como se puede observar en la Tabla 4.6, el mayor tamafio de particula de los CLEA
preparados con dextrano aldehido es mucho mayor al obtenido con glutaraldehido a
cualquier valor de pH. Esto concuerda con los resultados anteriores que muestran un
aumento del tamafio de particula al aumentar el pH del glutaraldehido (aumento de tamafio
del agente de entrecruzamiento). Respecto al tamafio de particula se puede observar en la
Tabla 4.6 que al aumentar el tamafio de particula hasta un valor de 65,9pm, la actividad de
hidrélisis también lo hace hasta un valor de 80Un/gcLea, luego de lo cual la relacion entre
tamafio de particula y actividad de hidrélisis se hace inversamente proporcional, lo que indica
el efecto de restricciones difusionales intemas. Sin embargo, al comparar las tablas 4.2 y 4.6
se puede apreciar que a pesar de que los CLEA formados con dextrano aldehido son mucho
mas grandes (entre 50 y 120pm aproximadamente), las actividades especificas de hidrélisis
son mayores (entre 55 y 80U/gcien) ©n comparacion a las obtenidas con CLEAs
entrecruzados con glutaraldehido a pH 4,5 (Tabla 4.2), los que muestran tamarfos cercanos
a 25um y una actividad de hidrolisis entre 20 y 45Un/gciea. Estos resultados hacen suponer
que la estructura de los CLEA entrecruzados con dextrano aldehido es menos compacta que
la del CLEA entrecruzado con glutaraldehido a pH 4,5 (mayormente monémeros de

glutaraldehido).

Por otra parte, si se analiza la Tabla 4.7 se puede entender que al usar dextrano aldehido se
mantiene un alto porcentaje de la actividad de hidrélisis de la suspensiéon de CLEAs en la
mayoria de los casos, sin embargo, de esta actividad, la que permanece retenida en el CLEA
después de una experiencia de estabilidad térmica de 50h es bastante baja, mostrando un
valor maximo de 47,4%, lo que en el caso de la utilizacion de glutaraldehido llega a valores
de 70,2% (ver Tabla 4.3). Lo anterior deja en evidencia que el dextrano aldehido no es un
buen agente de entrecruzamiento de lipasas, impidiendo que el CLEA resultante pueda ser
reutilizado. Segun estos resultados, se optd por continuar el estudio con el CLEA optimo

elaborado con glutaraldehido a pH 11,2
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5.5 Variables implicadas en la produccion de biodiesel con CLEA 6ptimo

Para poder realizar las experiencias de transesterificacion de aceite de raps canola,
previamente se caracterizé el aceite en términos del perfil de acidos grasos (Tabla 4.8) para
la cuantificacion del indice de yodo. Segun lo anterior se concluy6é que el aceite de raps
canola posee un indice de yodo de 112, que es menor al maximo permitido por la norma
EN14214, por lo que es perfectamente Util en la produccién de biodiesel. Con este parametro
se puede tener una idea de la calidad del producto final (biodiesel), ya que al poseer una alta
cantidad de acidos grasos monoinsaturados, el producto final posee una estabilidad oxidativa
mayor a un aceite con presencia de acidos grasos poliinsaturados como los aceites de

pescado y microalgas.

Respecto al disefio del medio de reaccion, se opté por considerar los factores mas
relevantes reportados por Antczak y colaboradores (2009), dentro de los cuales se
encuentran los siguientes: tipo de alcohol usado como sustrato, el refinamiento del aceite
empleado, el uso de co-solventes en el medio de reaccién y la adicion de agua al medio.
Comparando las reacciones que utilizan metanol como aceptor de acilo (Tabla 4.9 y la Figura
4.8), se puede apreciar que en los casos en los que se utiliza agua en el medio de reaccion
(5%p/p respecto a la masa de aceite), el rendimiento de conversién de biodiesel fue el menor
ya que en estos casos se produce la hidrolisis del triglicérido generando una mayor cantidad
de acidos grasos libres, los que no son totalmente esterificados a sus respectivos alquil
ésteres. En el caso especifico del uso de un medio de reaccién compuesto solamente de
metanol y aceite refinado de raps canola, no se aprecia una alta produccion de acidos grasos
libres, lo que es debido a la pérdida de actividad del CLEA al estar en contacto con metanol.

Al observar la Tabla 4.9 se puede concluir que sin el uso de co-solventes y sin adicién de
agua al medio de reaccion, se logra minimizar la produccion de acidos grasos libres respecto

al contenido inicial, produciéndose la mayor conversion de alquil ésteres de acidos grasos.

Al analizar la Tablas 4.9 en conjunto con la Figura 4.9, se puede observar la misma
tendencia de las experiencias realizadas con metanol, excepto en el caso en el que el medio
de reaccién esta compuesto por etanol, aceite de raps canola refinado y agua, donde se
producen altos niveles de acidos grasos libres y mayor rendimiento de conversion de alquil

ésteres de acidos grasos en comparacion al mismo con el uso de metanol. Estos resultados
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concuerdan con los estudios que muestran que el metanol produce un efecto negativo mayor
que el etanol sobre el biocatalizador usado en la produccién de biodiesel (Bajaj et al., 2010;
Costa et al, 2008; Du et al, 2004; Ranganathan et al., 2008). Por otra parte, en otras
investigaciones (Kaieda et al, 2001) se muestra un efecto positivo de la adicion de agua
sobre la conversion de metil ésteres de acidos grasos al usar una lipasa de B. cepacia en
medio acuoso para la transesterificacion de aceite de soya. Segun la metodologia
mencionada en el articulo referenciado, se cuantificé la cantidad de acilglicéridos para la
determinacion de los metil ésteres de acidos grasos al igual que en la metodologia 3.2.6, con
lo que se podria incurrir en el error de no considerar la produccion de acidos grasos libres,
los que podrian estar considerandose como parte de los metil ésteres, lliegando a la
conclusion errada de que la presencia de agua favorece el rendimiento de conversion de
biodiesel. De este modo, en el presente trabajo se realiza la cuantificacion de los acidos
grasos libres producidos debido a que el contenido de agua en el medio de reaccion
favorece la reaccion de hidrélisis. Sin embargo, en el mejor de los casos (uso de etanol y
aceite de raps canola refinado como medio de reaccion) el porcentaje de acidos grasos al
cabo de 3 h de reaccién fue de 2,4%, de los cuales el aceite de raps refinado posee 0,89%,
el resto de los acidos grasos libres podria producirse debido a la presencia de un 6,8% de
humedad en el CLEA de lipasa PS, obteniéndose finalmente un maximo rendimiento de
conversion de 70,5%p/p. Como se puede observar en la cinética de reaccion de la Figura
4.9, en el caso de utilizar solamente etanol y aceite de raps canola refinado como medio de
reaccion, se podrian obtener rendimientos de conversién mayores a mayores tiempos de
reaccion, por lo que se han realizado experiencias a dichas condiciones a 20h de reaccion,
con lo que se obtienen rendimientos de reaccién de aproximadamente 71,6%p/p
(considerando la misma cantidad de acidos grasos libres que a las 3h de reaccién), con lo

que se demuestra que la reaccién se detiene a partir de las 3h de reaccion.

En relacién a las condiciones operacionales como la temperatura y carga de biocatalizador,
se puede mencionar que segun la Figura 4.10 la mejor opcién es llevar a cabo la reaccion de
transesterificacion a una temperatura de 40°C, que es la temperatura que generalmente se
muestra como 6ptima para la transesterificacion catalizada con lipasas (Dizge y Keskinler,
2008; Bajaj et al, 2010). En cuanto a la razén E/S en el medio de reaccion, se puede
mencionar que segun la Figura 4.11 las conversiones convergen a valores cercanos a
70%p/p luego de 20h de reacciéon. Sin embargo, con un E/S de 0,1, se obtiene una

conversién aproximada de 73% a partir de tiempos cercanos a 3h, en cambio, con razones

98



Discusiones

E/S de 0,05 y 0,075 se logran rendimientos de 60%p/p y 63%p/p respectivamente. Si bien se
podrian utilizar razones E/S menores a 0,1 basado en la disminucion de los costos por
concepto de biocatalizador, se ha optado por trabajar a una razén E/S de 0,1, para mediante
el uso de estrategias, poder lograr obtener altas conversiones a un tiempo menor o igual a
20h.

Para resumir, las reacciones de transesterificacion se llevaron a cabo en un medio que
contiene solamente aceite de de raps canola refinado y etanol a una temperatura de 40°C,
con una razén E/S de 0,1 y con una razén molar alcohol:aceite de 4:1. La Figura 4.12 se
analizara de acuerdo a dichas condiciones y basado en la reaccion secuencial de
transesterificacion de acilglicéridos mostrada en la Figura 2.1 a. Los perfiles de estas
cinéticas muestran ser similares a las obtenidas mediante catalisis quimica (Knothe ef al.,
2005). Analizando las cinéticas se puede mencionar que al inicio de la reaccion se produce
un rapido consumo de los triglicéridos debido a que la totalidad del sustrato se encuentra
presente en esta forma. Por otra parte, cada cadena de acidos grasos del triglicérido posee
un espacio dentro del bolsillo hidrofébico del sitio activo de la lipasa (Lang et al., 1998), por lo
que la lipasa podria presentar mayor afinidad por un triglicérido que por un monoglicérido o
diglicérido. Sin embargo, la mayoria de los trabajos que han investigado el mecanismo de
reaccion de lipasas en la produccion de alquil ésteres de acidos, han supuesto que la
constante de afinidad para cada acilglicérido es igual (Al-Zuhair, 2005; Al-Zuhair et al., 2007),
lo que se ha investigado y corroborado, logrando obtener un modelo que se ajusta a los
datos experimentales en el cual las constantes de afinidad de la enzima con cada

acilglicérido (mono, di y triglicéridos) son muy similares (Cheirsilp et al., 2008).

Al analizar los diglicéridos se debe hacer hincapié en que existe un equilibrio entre la
produccion de diglicéridos producto de la transesterificacion de los triglicéridos vy la
transesterificacion de los diglicéridos para la produccion de monoglicéridos, de este equilibrio
se obtiene una curva con un maximo cercano a 33%p/p a los 45min de reaccién, tiempo en
el cual la transesterificacion de diglicéridos pasa a ser mayor que la produccion de éstos
diglicéridos a partir de triglicéridos, luego de lo cual se puede observar la disminucién de los
diglicéridos en forma significativa hasta las 3h de reaccion, quedando sin transesterificar un
11,1%p/p de los diglicéridos. Por otra parte, se muestra un aumento de los monoglicéridos

solo hasta 1,5h de reaccion, pero en este caso también existe un equilibrio entre la
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transesterificacion de los monoglicéridos y la produccién de éstos a partir de la
transesterificacién de diglicéridos. Entre los 45min y 3h de reaccién se privilegia la
tranesterificacion de diglicéridos, por lo que se deberian estar produciendo monoglicéridos
durante este tiempo, lo que sélo se observa entre el inicio de la reaccién y 1,5h de reaccion,
por lo que se puede concluir que entre 1,5h y 3h se estan produciendo y transesterificando
los monoglicéridos a la misma velocidad, razén por la cual la curva se ve aplanada en dicho
rango de tiempo. Luego de las 3h la reaccion se detiene casi por completo, lo que se puede
apreciar debido a que ninguno de los intermediarios cambia su composicion, quedando un
17,8%p/p de monoglicéridos en la mezcla de reaccion. Ademas, el contenido de triglicéridos
que permanece en la mezcla a las 3h de reaccion es de 1,5%p/p. Realizando la suma de los
1,5% de triglicéridos que podrian convertirse en diglicéridos, se podria obtener un maximo de
12,6%pl/p de éstos ultimos (11,1%+1,5%), los que podrian convertirse finalmente en
12,6%p/p de monoglicéridos. Al sumar este 12,6% con el 17,8% de monoglicéridos
remanentes en la mezcla de reaccion, da una cantidad de 30,4%. Teniendo en cuenta que el
maximo porcentaje de monoglicéridos que podria estar presente en la mezcla es de 33%,
eso permite concluir que solamente un 2,6% de los monoglicéridos fue transesterificado a etil
ésteres de acidos grasos y glicerol. De esta forma, la cantidad de glicerol producido podria
estar adsorbiéndose en la superficie del CLEA generando restricciones difusionales externas
entre los intermediarios de la mezcla de reaccion y el sitio activo de las lipasas presentes en
el CLEA de lipasa PS, deteniendo la reaccion a partir de las 3h. Este efecto negativo del
glicerol sobre el rendimiento de conversion se ha reportado en algunos trabajos (Bako et al.,
2002; Tan et al., 2010).

5.6 Estrategias de aumento de la conversién de alquil ésteres de acidos grasos de
aceite de raps/canola

Una de las estrategias que se ha abordado es la adicion de etanol en pasos sucesivos. Con
esto se ha pretendido determinar si el etanol esta afectando negativamente el rendimiento de
conversion de la reaccion. Si este no es el caso, se podria atribuir el efecto negativo al
glicerol, enfocando las siguientes estrategias a solucionar dicha situacion. El etanol es
soluble en el aceite a niveles de 2 equivalentes molares respecto a los triglicéridos (Shimada
et al., 2002). Sin embargo, para evitar el contacto directo del CLEA de lipasa PS con el
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etanol, se realizo una reaccion de transesterificacion de aceite de raps canola con adicion de
etanol en 3 pasos sucesivos como se indica en el punto 4.6.1 y se ilustra en la Figura 4.13.
Al adicionar el tercer equivalente molar, no se alcanza el 100% de rendimiento de conversion
tedrico, llegando sélo al 74%, lo que se deberia a las restricciones difusionales externas
provocadas por la acumulacion de glicerol en las cercanias de la supefficie del catalizador).
Para asegurarse del rendimiento de conversion se realizé una medicion a las 20h de
reaccion y se determin6 que la conversién permanece aproximadamente en 74%p/p. Estos
resultados indican que el etanol no seria el causante de la detencion de la reaccion, ya que
de haber sido asi, el efecto negativo sobre la conversion se hubiese observado desde el

inicio de la reaccién.

Por otra parte, se sabe que una reaccion enzimatica heterogénea se encuentra limitada por
restricciones difusionales externas (RDE) cuando la velocidad de transporte del sustrato
hacia el biocatalizador es lenta en relacion al potencial catalitico de la enzima. Este tipo de
restricciones es la que se daria en el caso de la adsorcion de glicerol en las cercanias de la
superficie del biocatalizador, provocando que se genere la detencién de la reaccion o que
ésta avance a una baja velocidad (dada por la pendiente de la recta que se observa en las
figuras 4.13, 4.14 y 4.17 a partir de las 2,5h, 3h y 5h respectivamente). Mientras menor sea
la pendiente de dicha recta mayor seria la incidencia de RDE. En estricto rigor, para
establecer si existen RDE se deberia calcular el nimero de Damkoehler (o), el que esta en
funcion de parametros cinéticos inherentes de la enzima inmovilizada (lllanes, 2002). Debido
a que no se tienen estos valores, se optadé por realizar la comparacion entre las pendientes
de las rectas que se generan en el transcurso de la reaccién En el caso de la Figura 4.13 la
recta se forma entre los 150 y 240 minutos de reaccion y posee una pendiente de 0,094
(%/min).

Para abordar el problema de la adsorcion de glicerol en el biocatalizador se llevé a cabo el
lavado de éste con un solvente organico como el tert-butanol. Segun la Figura 4.15 se puede
observar que al utilizar CLEA de lipasa PS se obtiene un margen de recuperacion del
rendimiento de conversion entre 18 y 22%p/p al lavar con tert-butanol y que al utilizar una
razon E/S de 0,1 se obtiene un 69%p/p de conversion, recuperando gran parte del potencial

catalitico en comparacioén con el rendimiento de conversiéon obtenido en la primera reaccion
(74%p/p).
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Como se ha visto, al utilizar silica gel en adicién al biocatalizador en el medio de reaccion, se
logran rendimientos de conversién mayores a los obtenidos con CLEA de lipasa PS. En la
Tabla 4.10 se puede ver el efecto de la cantidad de silica gel en funcién de la conversion de
biodiesel, donde se ve un incremento hasta un valor cercano a 90%p/p con un 20%p/p de
silica gel y una razén E/S de 0,1. De acuerdo a estos resultados se puede mencionar que Ia
silica gel estaria actuando como un aceptor de glicerol, removiéndolo de la mezcla de
reaccion, evitando su contacto con el CLEA para poder continuar de este modo la catalisis
de la reaccién. El hecho de que no se pueda llegar a rendimientos cercanos al 100% al
adicionar mas silica gel puede deberse a que la silica también podria estar adsorbiendo
parte del etanol presente en el medio de reaccion o a que la presencia de silica gel podria
estar rompiendo fisicamente la estructura del CLEA, lo que provocaria finaimente su
inactivacion, lo que se puede observar en las experiencias de lavado y reutilizacion del CLEA

usando silica gel (Figura 4.15).

Segun los resultados discutidos, se selecciond un 20% de silica gel para poder evaluar
nuevamente la razén E/S en la reaccién de transesterificacion de aceite de raps canola, lo
que se puede observar en la Figura 4.14. Al comparar las figuras 4.11 y 4.14 se puede
observar que no existe diferencia en las cinéticas hasta un tiempo de reaccion de 3h, luego
de los cual en la Figura 4.14 la cinética se rige por una recta de pendiente 0,018; 0,018 y
0,016(%/min) para las reacciones con razones E/S de 0,05, 0,075 y 0,1 respectivamente, lo
que se contrapone con las pendientes de la Figura 4.11 para el mismo rango de tiempo de
0,009; 0,008 y 0,001(%/min), lo que permite sefialar que el uso de silica gel en el medio de
reaccion disminuye las RDE. Por otra parte, el medio de reaccion contiene un 30% de sdlidos
considerando un 20% de silica gel y 10% de CLEA (E/S=0,1), lo que representa un dificultad
operacional desde el punto de vista de la agitacion y homogenizacion de la mezcla de

reaccion.

La ultima estrategia propuesta se encuentra relacionada con la generacion de un CLEA de
lipasa PS con superficie hidrofébica. Para la elaboracion de estos CLEA se planted la
oxidacién de la lipasa para poder generar grupos aldehido en su superficie capaces de ser
entrecruzados con los grupos amino aportados por los agentes de entrecruzamiento
investigados (diaminas). De acuerdo a la oxidacion se podrian generar un maximo de 70

grupos aldehido en la superficie de la lipasa PS, la mayoria de los cuales se muestra en la
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Figura 4.16. Esto podria mejorar el entrecruzamiento, no siendo necesario el uso de
albumina; sin embargo, algunos de los grupos hidroxilo presentes en los residuos
aminoacidicos oxidados, se encuentras formando parte del sitio activo (Serina 87) o en las
cercanias de éste, lo que podria influir en la actividad del CLEA resultante. Como se puede
observar en la Tabla 4.11, la proteina presente en el CLEA es entre 3 y 7 veces mayor a la
cantidad determinada en los CLEA preparados con glutaraldehido o dextrano aldehido, no
obstante, la mayoria de las actividades especificas de sintesis se encuentran en el mismo
rango de valores, entregando indicios de que no toda la proteina presente posee actividad
catalitica o que no se producen hiperactivaciones como las presentadas en la Figura 4.4
(excepto en el caso de los CLEA TMMS HMDA y CLEA TES DAHP).

Por otra parte, en la Tabla 4.12 se muestran los valores de los rendimientos de conversion
obtenidos al utilizar 3 diferentes agentes de entrecruzamiento y 4 diferentes alcoxisilanos, los
cuales se han usado en otro tipo de estudios para la hidrofobizacion de superficies (Panov y
Terziev, 2009; Jesionowski et al., 2010). Al analizar la Tabla 4.12 se puede observar que los
mejores resultados en términos de rendimiento de conversién son los obtenidos utilizando
PTES como alcoxisilano y luego los obtenidos con TMPS, lo que concuerda con lo mostrado
en otros estudios que indican que estos alcoxisilanos presentan mayor hidrofobicidad (Panov
y Terziev, 2009). Dentro de los resultados con PTES, los obtenidos entrecruzando con DAHP
y HMDA son los mejores, no mostrando diferencias significativas considerando la desviacion
estandar de los datos, llegando a rendimientos cercanos a 97%p/p. Para poder seleccionar
el CLEA que se utilizé en la elaboraciéon de la cinética de reaccion para la produccion de
biodiesel, se tomaron en cuenta los datos aportados por la Tabla 4.12, donde se puede ver
que entre los dos CLEA mencionados anteriormente, el CLEA PTES DAHP muestra un bajo
rendimiento de inmovilizacion, tanto en masa como en actividad, por lo que se ha optado por
seleccionar el CLEA PTES HMDA. Por otra parte, se puede hacer notar que a pesar de que
el CLEA PTES HMDA produce una conversion cercana a 97%p/p, su actividad de
transesterificacion es menor a la obtenida con el CLEA 6ptimo elaborado con glutaraldehido
a pH 11,2. Esto puede tener relacién con el hecho de que el rendimiento maximo de la
reaccion se ve limitado por la capacidad del sistema de evitar el contacto con glicerol, lo que
produce limitaciones de transferencia de masa entre el sustrato y el catalizador y no se
relaciona con el maximo potencial catalitico del biocatalizador a tiempos cortos de reaccion.

En la Tabla 4.12 se muestra que al obtener rendimientos de inmovilizacién cercanos al 50%

considerando la masa, se obtiene un CLEA con un mayor contenido de proteina, lo que se
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traduce en que gran parte de la masa que no se esta inmovilizando no es masa de lipasa, lo
que produce que ésta se concentre en el CLEA, lo que no necesariamente se refleja en una
alta actividad especifica de transesterificacion, pero si en un mayor rendimiento de
conversion si se coteja con la Tabla 4.11. No obstante, no es suficiente un alto contenido de
proteina para obtener un alto rendimiento de conversién, ya que en el caso de los CLEA
PTES MXDA y CLEA TMPS MXDA se logran conversiones de 83,1%p/p y 82%p/p
respectivamente, lo que puede deberse principalmente al efecto del agente de
entrecruzamiento, ya que como se muestra en la tabla anteriormente mencionada, los
menores valores de conversidn son los obtenidos usando MXDA como agente de
entrecruzamiento. Por el contrario, el uso de DAHP produce los CLEA con mayor
rendimiento de conversién, obteniéndose valores cercanos a 90%p/p incluso con un bajo

contenido de proteina en el CLEA.

Por otra parte, no se observa un marcado efecto de las condiciones de elaboracion del CLEA
hidrofébico (distintos agentes de entrecruzamiento y alcoxisilanos) sobre el tamafio de
particula, lo que se debe muy probablemente a que se estan usando las mismas

concentraciones de cada agente de entrecruzamiento y alcoxisilano.

Basandose en las reacciones secuenciales de transesterificacion de acilglicéridos mostrada
en la Figura 2.1 a, se puede observar que en la Figura 4.17 se produce un rapido consumo
de los triglicéridos al igual que en el caso de la Figura 4.12. Al analizar los digliceridos se
debe hacer hincapié en que existe un equilibrio entre la produccién de diglicéridos producto
de la transesterificacién de los triglicéridos y la transesterificacion de los diglicéridos para la
produccién de monoglicéridos, de este equilibrio se obtiene una curva con un maximo
cercano a 25%p/p a las 1,5h de reaccion, tiempo en el cual la transesterificacion de
diglicéridos pasa a ser mayor que la produccién de éstos diglicéridos a partir de triglicéridos,
luego de lo cual se puede observar la disminucion de los diglicéridos en forma significativa
hasta las 5h de reaccion, continuando con un consumo mas lento entre las 5 y las 20h de
reaccion, quedando sin transesterificar un 1,8%p/p de los diglicéridos. Por otra parte, se
muestra un aumento de los monoglicéridos sélo hasta 1,5h de reaccién, pero en este caso
también existe un equilibrio entre la transesterificacion de los monoglicéridos y la produccion
de éstos a partir de la transesterificacion de diglicéridos. Entre las 1,5 y las 20h de reaccion

se privilegia la transesterificacion de diglicéridos, por lo que se deberian estar produciendo
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monoglicéridos durante este tiempo, lo que sblo se observa entre el inicio de la reaccion y
1,5h de reaccion, por lo que se puede concluir que entre 1,5h y 20h se estan privilegiando la
lenta transesterificacion de los monoglicéridos, con lo que se comenzaria a producir glicerol,
observandose el decaimiento de la pendiente en la Figura 4.17. Por otra parte, se puede
apreciar que a partir de las 5h de reaccion el aumento del rendimiento de conversion se ve
regido por una recta, la que posee una pendiente de 0,02(%/min), que es un poco mayor a la
obtenida con el uso de silica gel en el medio de reaccién. Sin embargo, en el uso de CLEA
PTES HMDA la recta comienza a las 5h de reaccién con un rendimiento de 79%p/p, por lo
que se consigue una conversion mayor luego de 20h. Ademas, en este caso se usa un
10%p/p de solidos en el medio de reaccion, en cambio al usar silica gel, se debe trabajar con

un 30% de sélidos en el medio de reaccion.

Estos avances respecto a lograr altos rendimientos de conversién de biodiesel son de gran
importancia a nivel de investigacion, ya que hasta la fecha sélo se han logrado obtener
rendimientos de conversion similares a los mencionados en el presente trabajo mediante las

siguientes estrategias:

e Uso de co-solventes en el medio de reaccién (Royon et al, 2007; Li et al., 2006),
aumentando el volumen de reaccién y por lo tanto el volumen del reactor, incurriendo
ademas en un mayor gasto energético y econémico debido a la necesidad de evaporar el co-
solvente para poder separarlo del producto final.

¢ La adicidn del alcohol en pasos sucesivos en conjunto con la remocion de glicerol mediante
dialisis o lavado con solventes (Bako et al., 2002; Xu et al., 2004).

¢ La adicion del alcohol en pasos sucesivos y la preincubacion del biocatalizador en metil

oleato y aceite de soya (Samukawa et al., 2000).

Todas estas estrategias implican un alto costo y una complicacién operacional. La alternativa
que se presenta en este estudio es el uso directo del biocatalizador en un medio de reaccion
que sdlo considera el aceite y el alcohol (razén alcohol aceite es alta, eso tiene sentido?), por

lo que representa una opcion facil de implementar y de bajo costo.

Se ha determinado el porcentaje de actividad residual de la suspension de CLEA PTES
HMDA y el porcentaje de actividad residual en el CLEA luego de una experiencia de
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inactivacion térmica de 50h en medio acuoso para tener una idea de la intensidad de union
(entrecruzamiento) de la lipasa con su agente de entrecruzamiento y poder comparar estos
datos respecto a los obtenidos con los CLEA no hidrofébicos. Al respecto, se ha determinado
que el porcentaje de actividad de la suspension es de un 66,7% con un valor de actividad de
hidrélisis inicial muy bajo (18Un/gcea) €n comparacion con las actividades de los CLEA
elaborados con glutaraldehido, lo que tiene sentido debido a que los CLEA PTES HMDA son
hidrofébicos y por lo tanto la reaccion de hidrolisis se ve desfavorecida. Por otro lado, el
porcentaje de actividad residual en el CLEA fue de 62,7%, lo que representa un alto
porcentaje respecto a los mostrados con CLEAs de lipasa elaborados tanto con
glutaraldehido como con dextrano aldehido, dando cuenta de un buen entrecruzamiento a
pesar de no haber adicionado otra fuente de grupos aldehido para mejorar el
entecruzamiento con los grupos amino aportados por los agentes de entrecruzamiento

usados.
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6 Conclusion

De las nueve lipasas solubles comerciales evaluadas, la que posee las mejores
propiedades (actividad de sintesis y estabilidad en presencia de metanol) para su uso en
la produccién de biodiesel es la lipasa PS de B. cepacia, siendo seleccionada para la

preparacion de CLEAs.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la metodologia de superficie de respuesta, la
maxima actividad de sintesis de un CLEA de lipasa PS se obtiene al prepararlo con una
solucion de glutaraldehido a pH 11,2, una concentracién de glutaraldehido de 36,8mM y

una razéon enzima/albiamina de 18,4mg/mg.

La mejor condicién para la produccion de biodiesel usando CLEA de lipasa PS 6ptimo, es
usando etanol (razén molar 4:1 alcohol:aceite), aceite de raps canola refinado, sin uso de

co-solventes y sin adicion de agua al medio de reaccion.

La adicién de de una superficie hidrofilica no catalitica (silica gel) al inicio de la reaccion
de transesterificacion de aceite de raps logré aumentar el rendimiento de conversion de
etil ésteres de acidos grasos. La superficie hidrofilica seria capaz de adsorber glicerol,

retardando el contacto de éste subproducto de la transesterificacion con el biocatalizador.

El uso de CLEAs con superficie hidrofébica en la reaccién de transesterificacion de aceite
de raps con etanol permiti6 obtener rendimientos de conversion de 97%p/p, lo que
representa uno de los mayores rendimiento de conversion reportados actualmente
mediante el uso de un biocatalizador. De esta forma, se evito el contacto del glicerol con
el biocatalizador; logrando la produccion de biodiesel sin tener que adicionar una alta

masa de sélidos como en el caso de la silica gel.
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e Para terminar, se debe mencionar que se ha contrastado empiricamente la hipotesis,

obteniendo como resultado su comprobacion y verificacion.
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7 Recomendaciones

Se recomienda realizar un andlisis de los biocatalizadores para determinar su area
superficial especifica y porosidad mediante el método BET y BJH respectivamente, los
que se basan en isotermas de adsorcion y desorcion de nitrégeno. Con dichos datos se
podria proponer un modelo estructural de los CLEA formados dependiendo del agente de
entrecruzamiento y algunas variables de interés y significancia como la concentracion del
agente de entrecruzamiento y la razén enzima/albumina. Ademas se podrian analizar
también los CLEA con superficie hidrofébica, pudiendo observar el efecto de los distintos

alcoxisilanos y/o agentes de entrecruzamineto en el area superficial especifica.

Debido a la diferencia de velocidades a las cuales se transesterifican los intermediarios,
seria conveniente realizar la transesterificacion de monoglicéridos y diglicéridos para
determinar las constantes de afinidad de la lipasa PS con dichos sustratos. Ademas, se
recomienda proponer un mecanismo de reaccion considerando las distintas afinidades de
la enzima dependiendo del sustrato para modelar la reaccion de transesterificacion de
aceite de raps canola catalizada por el CLEA de lipasa PS. Esto representaria un gran
avance debido a que a partir del mecanismo propuesto se podria obtener tanto la
expresion para la velocidad de reaccién como los parametros cinéticos de la reacciéon con
el CLEA de lipasa, permitiendo el desarrollo y disefio de reactores enzimaticos que

puedan maximizar el rendimiento de conversién de biodiesel.

Debido a que la silica gel puede adsorber el glicerol generado como subproducto de la
reaccion de transesterificacion, se recomienda el uso de reactores de lecho empacado en
serie, donde el primer reactor podria contener solamente CLEA de lipasa PS, para luego
pasar a un reactor con una mezcla de CLEA vy silica gel, con lo que se podria llegar a
rendimientos de conversion mayores a 90%. Esto tendria como ventaja una facil
operacion del sistema, la posibilidad de disminuir los tiempos de reaccién y la facilidad de
lavar los reactores mediante el paso de tert-butanol para la remocién de glicerol y

posterior reutilizacién del sistema.
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Para intentar mejorar la productividad del proceso, se recomienda realizar la busqueda
de otros alcoxisilanos que puedan entregar un alto rendimiento de conversiéon en el

menor tiempo posible.

Se propone ademas, realizar un estudio de los parametros cinéticos usando un CLEA
hidrofébico y otro sin hidrofobizar, lo que podria entregar informacion acerca del cambio

de afinidad hacia los distintos intermediarios de la reaccion.

Con el fin de poder comparar la calidad del producto final (biodiesel) del proceso que
utiliza un catalizador quimico y del proceso que utiliza biocatalizadores (en este caso
CLEA de lipasa PS hidrofobico), se propone la caracterizacion del biodiesel, lo que
permitira distinguir si existe alguna otra ventaja o desventaja del proceso enzimatico por

sobre el quimico.
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Anexo 1: Curva de calibrado y ejemplo de calculo de actividad de sintesis.

. Curva de calibrado para la actividad de sintesis:
Absorbancia,y,,, =14,814- [pNP]+ 0,0013 R* =0,9988
Donde,

Absorbancia 10nm): Pendiente de la medicion de actividad (Abs)
[PNP]: Concentracion de pNP respecto al tiempo (mM)

. Ejemplo de calculo:

Esta medicion de actividad se realiza midiendo la absorbancia a diferentes tiempos segun
metodologia 3.2.1. Para cada absorbancia se calcula una concentracion de pNP segun la
curva de calibrado y luego se grafica la concentracion de pNP versus el tiempo que
corresponde a cada concentracién, obteniendo asi el valor de la pendiente en el rango lineal.

mM

Pendiente = 0,008 —
min

Datos usados para la medicién de la activiad
Masa,,;, =2mg

Volumen,,,.;, =1,06mL
Volumen,,, .= 0,025mL
Volumen,, .. =1,025mL
L
Act.g = [0,008 (@](@] . IOOO}M ~173.84 U
2 0,025 mm- ge; x4 EcrLea
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Anexo 2: Curva de calibrado y ejemplo de calculo de actividad de hidroélisis.

. Curva de calibrado para actividad de hidrélisis:
Absorbanciag,, = 5,0402-[pNP]+0,0068 R? = 0,998
Donde,

Absorbancia (34snm): Pendiente de la medicién de actividad (Abs/min)
[PNP]: Concentracion de pNP respecto al tiempo (mM/min)

. Ejemplo de calculo:

De la medicién de la actividad se obtiene la siguiente pendiente

. Absorbancia
Absorbancia g, = 0,1 ————

min

Usando la curva de calibrado y la pendiente anterior se calcula el siguiente valor

[pNP]=0,0185 ™
min

Datos usados para la medicién de la activiad

CLEA]l=10&
[cLEA]-102

Volumen,,, . = 0,1mL

Volumen,,,, = 2,55mL

Act., =[0,0185-(2’55]-[1000D el AL VR
0.1 10 min- g Ecrea
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Anexo 3 Curva de calibrado y ejemplo de calculo de concentracion de proteina.

B Concentracién de proteina mediante método del acido bicinconinico (BCA)
Absorbancia s, = 0,0012[Proteina]+0,0294 R? =0,9926
Donde,

Absorbancia (ssznm): Absorbancia de la muestra a 562nm

[Proteina]: Concentracion de proteina (ug/ml)

. Ejemplo de calculo del porcentaje de proteina en el biocatalizador solido:

Suspension, ., = S
mL
Volumen =0,05mL

suspension(y i 4

Absorbanciasg,,,, = 0,672

Con la absorbencia se calcula la concentracién de proteina en la muestra (suspension de

CLEA), obteniendo el siguiente valor:
[Proteina] = 50025
mL

Con este valor se calcula la masa de proteina en la muestra:

00-
masaproteina = S—IOOPE =0,025mg
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Luego se calcula la masa de biocatalizador en la muestra de la siguiente forma:

masa,, =5-0,05=0,025mg

De esta forma tenemos que una masa de CLEA de 0,25mg contiene 0,025mg de proteina.
Luego, el porcentaje de proteina en el CLEA se calcula de la siguiente forma:

% proteina, ., = 9% =10%
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Anexo 4 Ejemplos de imagenes microscépicas de CLEAs

Fotografia de microscopia 6ptica de CLEA preparado con glutaraldehido a pH 28,
concentracion de glutaraldehido de 25mM y razén enzima/albimina de 10. La barra azul en
la esquina inferior derecha indica una distancia 100um. De acuerdo al programa Image Tool,

el tamafio de particula de los CLEA mostrados es de 24,7+9um.
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Fotografia de microscopia optica de CLEA preparado con glutaraldehido a pH 11,2,
concentracion de glutaraldehido de 25mM y razén enzima/albumina de 10. La barra azul en
la esquina inferior derecha indica una distancia 100pm. De acuerdo al programa Image Tool,

el tamafio de particula de los CLEA mostrados es de 55,4+18,9um.
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Anexo 5 Cuantificacion de acilglicéridos mediante GC

Mwug: Masa monooleina (mg)
Moe: Masa dioleina (mg)
Mrg: Masa trioleina (mg)

Mrc: Masa estandar interno de tricaprina (mg)

Mn: Masa de muestra (mg)

Awmc: Area cromatografica monooleina (uV*s)
Apg: Area cromatografica dioleina (uV*s)
Arc: Area cromatografica trioleina (pV*s)

Arc: Area cromatografica estandar interno de tricaprina (uV*s)

. Curvas de calibrado:

Curva calibrado monooleina:

Mys _ 0,5556 - (ZLJ -0,3098

e TC
Curva calibrado dioleina:

Mpo 0,8037-[AﬂJ +0,1104

C TC

Curva calibrado trioleina:

M =2.,7668 [ALJ +0,2095

c TC

. Ejemplo de calculo:

Anc=2700000 (uV*s)

Apc=700000 (pV*s)

Arc=30000 (pnV*s)

Mrn= 100mg

Concentracion tricaprina= 8,26mg/mi
Volumen tricaprina en muestra= 200pl
MTC= 1,652mg

Arc= 600000 (nV*s)

R? =0,9986
R? =0,9994
R? =0,9947
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De curvas de calibrado se obtienen Mye, Mo ¥ Mre. Con estas masas y la masa de muestra

se obtienen los porcentajes en peso de cada acilglicérido de la siguiente forma:

QMG = Mi} -100 = 3,62%

i &&ﬁ].mo 173%

%IG = (M—”] -100 =0.,57%
Mm

De este modo, la conversion de alquil ésteres de acidos grasos se calcula de la siguiente

forma:

%Conversion =100—-%MG —% DG —%TG

%Conversion =100-3,62-1,73-0,57 = 94,08%

En caso de determinar la conversién exacta de alquil ésteres de acidos grasos, se deberia
restar también la presencia de acidos grasos libres cuantificados mediante la metodologia

3.3.10 y calculados segun el Anexo 9.
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Anexo 6 Cromatogramas para la cuantificacion de acilglicéridos

Cromatograma de un punto de la curva de calibrado. Se muestran los tiempos de retencion

de los acilglicéridos y glicerol.

= MONOGLICERIDOS
800— f N
=| :
= !
5 800— | |
E —1{ |
8 = TRICAPRINA
8 = GLICEROL (ESTAN
g 400— ! DAKy1GLICERIDOS
[+ 4 e | l I
= TRIGLICERIDOS
200— | B i % | i
= l = { BHS i ;
e S U R e e i S el LI S AR
8 5 20 2 35
Time [min]
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A continuacion se presenta una muestra de una reaccion para la produccién de biodiesel
usando como biocatalizador un CLEA de lipasa PS hidrofébico (PTES-HMDA). La muestra

fue tomada a las 20h de reacciéon y se obtuvo una rendimiento de conversién cercano al
97%p/p.

= i |
800— | F
= 1 R
=1 f ‘l
JaTet e ] |
£ =11 I TRICAPRINA
Iy = i (ESTAN
g =l ‘ i MONOGLICERIDOS Rea
8 3 I = f"L\ DIGLICERIDOS
g 00— | i ]
X 111 GLICEROL | [
e § ’_L\ 't E : | TRIGLICERIDOS
= H
--------- t I )
— S« &
=] Mo - e it & i || R S -
T1 I T 11 T TT T T T TT11T i G| I D
20 25 30 35
Time [min]
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Anexo 7 Polimerizacion de glutaraldehido

Segun se ha determinado, los polimeros de glutaraldehido poseen un peak de absorbancia a
234nm, por lo que su presencia en una muestra se determina mediante un barrido de
longitud de onda entre 200 y 400nm (Margel y Rembaum, 1980). Las figuras (a), (b) y (c)
muestran los polimeros de glutaraldehido presentes en las muestras a pH 4,5, pH70ypH
9,5 respectivamente. Para obtener los perfiles mostrados, se ha empleado un factor de

dilucion de 500 respecto a las muestras de glutaraldehido al 25%v/v.

e (@)

—— (®)
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Anexo 8 Cuantificacion del porcentaje de actividad residual de hidrélisis de la
suspension y actividad residual en el CLEA al ser sometido a 60°C
durante 50h

. Porcentaje de actividad de la suspension:

Suponemos que se empez6 la experiencia de estabilidad con una actividad de hidrélisis de
50(Un/MLsuspension)y luego de 50h a 60°C en medio acuoso medimos la actividad de la
suspension de CLEA seguin metodologia 3.3.7 y obtenemos 40(Un/MLsuspension). Por lo tanto,
luego de 50h conservamos en la suspension el 80% de la actividad de inicial.

» Porcentaje actividad en el CLEA

Por otra parte, si al final de las 50h centrifugamos y obtenemos que la actividad del
sobrenadante es de 15(Un/MLgyspension), Podemos calcular la actividad residual de hidrdlisis en

el CLEA a las 50h mediante el siguiente calculo:

dct,  =40+15=25-L
CLEA mL

Entonces con este valor se calcula el porcentaje de actividad que permanece en el CLEA

luego de 50h a 60°C respecto a la actividad inicial:

%ACt'residuaISOh = 255—:)00 = 50%
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Anexo 9 Calculo de acidos grasos libres

Para la cuantificacion del porcentaje de acidos grasos libres se tiene la siguiente ecuacion:

[NaOH]-28,2

my,

%AGL = Luct

Donde,
%AGL: porcentaje de acidos grasos libres en la muestra (%p/p)

VNaOH: volumen de NaOH gastado en la titulacion (mL)
[NaOH]: Concentracion de NaOH (g/L)
mM: masa de muestra (g)

Si se han gastado 3mL de una solucién de NaOH 0,1g/L para titular una muestra de 2,5g,

entonces tenemos el siguiente resultado:

%AGL = 3—%28’2 =3,4%

¥
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Anexo 10 Analisis de varianza (ANOVA) para el diseiio central compuesto en
funcion de distintas respuestas

Respuesta 1: Actividad de sintesis

Fuente Suma de cuadrados grados de libertad cuadrado promedio Valorde F Prob>F
Modelo 4488,10 3 1496,03 3,69 0,034  significativo
pH 258771 1 2587,71 6,38 0,023 significativo
Razén Enzima/Albumina 0,06 1 0,06 0,00 0,991
[glutaraldehido] 1900,33 1 1900,33 469 0,046 significativo
Residuos 6489,52 16 405,60
Error puro 24,87 5 4,97
Suma total de cuadrados corregidos 10977,63 19

El valor de F del modelo (3,69) implica que el modelo es significante. Existe solo un 3,4% de
posibilidad de que el valor de F del modelo pueda ocurrir debido al ruido. Los valores de
Prob>F menores que 0,05 indican que los términos del modelo son significantes. En el
presente caso, el pH y la concentracion de glutaraldehido son los términos significantes del
modelo. Los valores mayores a 0,1 indican que los términos del modelo no son significativos.

Respuesta 2: Actividad de hidrélisis

Fuente Suma de cuadrados grados de libertad cuadrado promedio ValordeF Prob>F
Modelo 6940,28 9 771,14 1,72 0,2039 no significativo
pH (A) 706,95 1 706,95 1,58 0,2372
Razon Enzima/Albdmina (B) 729,70 1 729,70 1,63 0,2303
[glutaraldehido] ( C) 2099,72 1 2099,72 470 0,0554
AB 1,711 1 1,71 0,00 0,9519
AC 87,78 1 87,78 0,20 0,6671
BC 50,50 1 50,50 0,11 0,7438
Ar2 227,64 1 227,64 0,51 0,4918
B2 4,56 1 4,56 0,01 0,9215
Ccr2 3153,72 1 3153,72 7,05 0,0241 significativo
Residuos 447106 10 447 11
Error puro 11,88 5 2,38
Suma total de cuadrados corregidos 11411,34 19

El valor de F del modelo de 1,72 implica que el modelo no es significativo relativo al ruido.
Existe un 20% de posibilidades de que el valor de F del modelo sea debido al ruido. Los
valores de Prob>F menores que 0,05 indican que los términos del modelo son significantes.
En este caso C? es un término del modelo significativo. Valores de Prob>F mayores a 0,1 no

son significantes en el modelo.

140



Respuesta 3: Tamaiio de particula

Fuente Suma de cuadrados grados de libertad cuadrado promedio ValordeF Prob>F
Modelo 4151,69 3 1383,90 7,40 0,0025 significativo
pH 2436,95 1 2436,95 13,03 0,0023 significativo
Razén Enzima/Albimina 1057,82 1 1057,82 5,66 0,0302 significativo
[glutaraldehido] 656,91 1 656,91 3,51 0,0793
Residuos 299207 16 187,00
Error puro 30,91 5 6,18
Suma total de cuadrados corregidos 7143,76 19

El valor de F del modelo de 7,4 implica que el modelo es significativo. Existe solo un 0,25%

de posibilidad de que el valor de F del modelo pudiera ocurrir debido al ruido.

Los valores de Prob>F menores que 0,05 indican que los términos del modelo son

significativos. En este caso el pH y la razén enzima/albumina son los términos significativos

del modelo. Los valores mayores a 0,1 indican que los términos del modelo no son

significativos. Esto refleja que el término de concentracion de glutaraldehido posee cierta

significancia, pero no es la variable mas importante en la determinacion del tamario del

particula del los CLEA de lipasa.

Respuesta 4: Porcentaje de actividad de hidrélisis de la suspension luego de 50h a

60°C
Fuente Sumaa. . “*ados grados de ibertad _cuadrado promedio  ValordeF___Prob>F
Modelo B8786,45 9 976,27 7,10 0,0026 significativo
pH (A) 393,07 1 393,07 286 0,1219
Razén Enzima/Albimina (B) 350,23 1 350,23 255 0,1417
[glutaraldehido] ( C) 2203,00 1 2203,00 16,01 0,0025 significativo
AB 15,96 1 45,96 0,12 0,7404
AC 85,15 1 85,% 0,62 0,4497
BC 1708,20 1 1708,20 12,42 0,0055 significativo
Ar2 1641,44 1 1641,44 11,93 0,0062 significativo
B2 21348 1 213,48 1,56 0,2413
Cr2 2730,97 1 2730,97 19,85 0,0012 significativo
Residuos 1375,84 10 137,58
Error puro 15,29 5 3,06
Suma total de cuadrados corregidos 10162,29 19

El valor de 7,1 del modelo implica que el modelo es significativo. Existe solo

que el valor de F del modelo pueda ocurrir debido al ruido.

un 0,26% de

Valores de Prob>F menores a 0,05 indican que los términos del modelo son significativos. En

este caso, C, BC, A%y C? son los términos significativos del modelo.
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Respuesta 5: Porcentaje de actividad en el CLEA luego de 50h a 60°C.

Fuente Suma de cuadrados grados de libertad cuadrado promedio  Valorde F  Prob>F
Modelo 557841 ] 619,82 9,60 0,0007 significative
pH (A) 899,74 1 899,74 13,94 0,0039 significativo
Razén Enzima/Albimina (B) 665,27 1 665,27 10,31 0,0093 significativo
[glutaraidehido] ( C) 505,09 1 505,09 7,83 0,0189 significativo
AB 180,50 1 180,50 2,80 0,1254
AC 136,13 1 136,13 211 01771
BC 1568,00 1 1568,00 24,29 0,0006 significativo
Ar2 38,55 1 38,55 0,60 04575
BA2 99,29 1 99,29 1,54 0,2432
Cr2 1419,99 1 1419,99 22,00 0,0009 significativo
Residuos 645,45 10 64,54
Error puro 22,11 5 4,42
Suma total de cuadrados corregidos 6223,86 19

El valor de F del modelo de 9,6 implica que el modelo es significativo. Existe solo un 0,07%
de probabilidad de que el valor de F del modelo pueda ocurrir debido al ruido.

El valor de Prob>F menor a 0,05 indica que los términos del modelo son significativos. En
este caso A, B, C, BC y C? son los términos significativos del modelo.
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Anexo 11 Ejemplo de calculo de ofrecimiento de grupos aldehido/grupos amino

Tomando como base 200mg del preparado comercial en polvo de lipasa PS y que la

cantidad de proteina del preparado es de 4,7%, tenemos 9,4mg de proteina. Considerando

una razén enzima/albimina de 10 (punto central en los disefios experimentales), se debe

adicionar a la preparacion de CLEA una cantidad albimina de 20mg.

Se ha determinado mediante informaciéon encontrada en Pubmed, que la cantidad de

residuos de lisina (aporte de grupos amino) tanto de la lipasa de B. cepacia como de la

albumina es de 7 y 60 respectivamente.

PMjipasa= 35000 g/mol
PMaisimina= 60000 g/mol

Asi:

molesipasa= 0,00027 mmoles

moleS,pemina= 0,00033 mmoles
Sabemos que tenemos 6,022 -10% moléculas / mol

moléculasjpasa= 1,6*10"" moléculas

moléculasapimina= 2*10"" moléculas

aminojipasa= 7 grupos amino/molécula lipasa
aminOapimina= 60 grupos amino/molécula albimina
Finalmente, el ofrecimiento de grupos amino es de:

Grupos amino totales= (7*(1,6*10""))+(60*(2*10""))= 1,32*10" grupos amino

. Glutaraldehido 25%v/v como agente de entrecruzamiento:

Volumenes de solucion de glutaraldehido usados: 100, 200 y 300 pl
Volumenes de glutaraldehido: 25, 50y 75 pl
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Asumiendo que la densidad del glutaraldehido es cercana a 1g/ml, tenemos que:

Masa de glutaraldehido: 25, 50 y 75 mg
PM glutaraldehido= 100 g/mol

Masa_, ® PM_, = moles

glut glut glut

Por lo tanto, los moles ofrecidos son los siguientes: 0,25; 0,5y 0,75 mmoles
Por lo tanto, tenemos 1,5*10%°, 3*10%° y 4,5*10%° moléculas de glutaraldehido.

Por otra parte, una molécula de glutaraldehido presenta dos grupos aldehido. Asi, tendremos
3*10%, 6*10%° y 9*10% grupos aldehido ofrecidos.

En definitiva podemos determinar las siguientes razones de grupos aldehido/grupos amino.

Razonl = LOZO— =22 7%&@&

1,32-10" " grupos, ..,

Razén2 = _6:107 _ 45.5 8PS aldehido

1,32-10° 77 grupos, .,

-1 20 .
Razon3 = 9—019 = s ETUPOS 31ichido
1,32 - 10 gTuposa min o

. Dextrano aldehido como agente de entrecruzamiento:

PMgextrano €ntre 100000 y 200000 g/mol (considerar promedio de 150000 g/mol)

Solucién de dextrano aldehido de 30 g/l

Volumenes adicionados a la preparacién de CLEA: 1,2; 1,6 y 2 ml (correspondientes a una
concentracion final de 1,7; 2,2y 2,7 g/l en la elaboraciéon de CLEA).
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Masa de dextrano aldehido ofrecida: 36, 48 y 60 mg

De esta forma, los moles ofrecidos son: 0,00024; 0,00032 y 0,0004 mmoles

Para estimar la cantidad de grupos aldehido de cada molécula de dextrano aldehido se
puede mencionar que el dextrano aldehido es un polimero del siguiente tipo (CeH1oOs)n. El

peso molecular del monémero es de 162 g/mol.

n® moléculas 150000g / mol

Y monomeros  __

=925,9
molécula,,.,,... 162g/mol

Cada monémero posee 3 grupos aldehido aproximadamente. Asi, uma molécula de dextrano
aldehido puede ofrecer 2777,8 grupos aldehido.

Por otra parte, la cantidad de moléculas de dextrano aldehido ofrecidas se puede estimar
multiplicando la cantidad de moles por 6,022*10”°moléculas/mol. Calculando se obtienen las
siguientes cantidades: 1,4*10'"; 1,9*10"" y 2,4*10""moléculas.

Finalmente tenemos los siguientes ofrecimientos de grupos aldehido: 4*10%°; 5,4*10%° y

6,7*10%° grupos aldehido.

En definitiva podemos determinar las siguientes razones de grupos aldehido/grupos amino.

ﬂ =303 8BTUDPOS iehido

Razonl' = —
1,32-10 8TUpPOS ; min o
Razén?2' = M - BTUPOS widehido.
132:10° 7 grupos,,;,
Razén3' = 6,7-10° _ o ¢ 8TUPOS ionias

1,32-10'9_ ’ grupos, ...
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Anexo 12 Calculo del indice de yodo del aceite de raps canola

Factores de los acidos grasos insaturados para el calculo del indice de yodo

Acidos Grasos Factor indice de yodo
C16:1 0,9454
C18:1 0,8560
C18:2 1,7237
C18:3 2.6034
C20:1 0,7820
Cc22:1 0,7198

1Y =Y 4GI,-F,

i=l
Donde,

IY: indice de Yodo
AGl;: % de cada acido graso insaturado
F;: Factor indice de yodo de cada acido graso insaturado

Tomando en cuenta los AGI, de la Tabla 4.8 se calcula el indice de yodo de la siguiente

forma.

1Y =0,25-0,9454 +61,87-0,856 +19,58-1,7237 +9,18-2,6034 +1,24- 0,782+ 0,37-0,7198
I¥ =112]1
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