UNIVERSIDAD B CORDOBA

Facultad de Ciencias

Departamento de Quimica Organica

UTILIZACION DE LIPASAS EN LA PRODUCCION DE
UN NUEVO TIPO DE BIODIESEL QUE EVITA LA
GENERACION DE GLICEROL

TESIS DOCTORAL
CRISTOBAL VERDUGO ESCAMILLA
CORDOBA, 2011



TITULO: Utilizacién de lipasas en la produccién de un nuevo tipo de
biodiesel que evita la generacion de glicerol

AUTOR:Cristobal Verdugo Escamilla

© Edita: Servicio de Publicaciones de la Universidad de Cérdoba. 2012
Campus de Rabanales

Ctra. Nacional IV, Km. 396 A

14071 Coérdoba

www.uco.es/publicaciones
publicaciones@uco.es







TITULO DE LA TESIS: UTILIZACION DE LIPASAS EN LA PRODUCCION DE UN
UEVO TIPO DE BIODIESEL QUE EVITA LA GENERACION DE GLICEROL

DOCTORANDO/A: CRISTOBAL VERDUGO ESCAMILLA

INFORME RAZONADO DEL/DE LOS DIRECTOR/ES DE LA TESIS

s= hara mencién a la evolucién y desarrollo de la tesis, asi como a trabajos y publicaciones derivados de la misma).

En esta tesis doctoral se ha llevado a cabo un estudio relativo a la
produccién de un nuevo tipo de biodiesel que integre la glicerina en forma de
mono v diglicéridos, con el objeto de evitar el problema de la obtencion de
clicerina, lo que constituye un grave problema para la produccion industrial

ie hiocombustibles, en paises con déficit de agua. De esta forma, se logra
=demas incrementar el rendimiento atémico del proceso, ya que toda la
~—z1=ria prima reaccionante se transformaria en biodiesel.
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Una de las posibles soluciones a este problema y objetivo principal de
esta tesis doctoral, es la produccién de un nuevo tipo de biodiesel que integre
la glicerina en forma de mono y diglicéridos. De esta forma se evitaria el
problema de la obtencién de glicerina y se incrementaria asimismo el
rendimiento atémico del proceso, ya que toda la materia prima reaccionante se
transformaria en biodiesel.

La utilizacién de lipasas 1,3-regioespecificas en condiciones optimas,
permite llevar a cabo la reaccion de transesterificacion de un mol de
triglicérido (TG) con etanol para obtener dos moles de éster etilico y un mol de
monoglicérido (MG), evitandose asi la obtencién de glicerina. En la actualidad,
la glicerina se considera practicamente como un residuo o un producto muy



poco rentable, que ademas puede ocasionar graves problemas en los motores
si no ha sido eliminada totalmente de la mezcla empleada como
biocombustible. La aplicacion de éste método enzimatico simplificaria
enormemente el proceso de produccién, ahorrando el gran consumo de agua
necesario para eliminar la glicerina, tal como se produce con la utilizacién del
método estandar.

La viabilidad de utilizacién de este meétodo, asi como su simplicidad,
queda demostrada en esta memoria, asi como en las publicaciones cientificas
derivadas de ella, y en mas de una decena de comunicaciones a congresos, las
cuales se detallan a continuacién.
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SUMMARY

The high prices of fossil fuels are leading to an intensification of
research on biofuel production methods, with the objective of optimizing the

production of non-fossil fuels in order to reduce dependence on oil.

In the current biodiesel production processes, regardless of the scale or
type of process used (continuous or discontinuous), is frequent the use of
catalysts in homogeneous phase, like KOH. This has the disadvantages
inherent to the homogeneous catalysis and, in addition, leads to the
production of a low quality glycerin, which has to be treated as waste because
of its low price. At present, the glycerin is considered almost as a residue,
which can also cause serious engine problems if not removed completely from

the mixture used as a biofuel.

One of the possible solutions to this problem, and the main objective of
this thesis, is the production of a new type of biodiesel that integrate glycerin
in its composition in form of mono and diglycerides. This would avoid the
problem of generating glycerin and also would increase the yield of the
process, since all raw materials would be transformed into biodiesel in the
reaction. This thesis focuses on this line, which aims to assess the possibility
of using various commercial lipases with 1,3-regiospecificity character, both

free and immobilized.

Using 1,3-regiospecificity of lipases in optimal condition, can allow to
carry out the transesterification reaction of one mole of triglyceride (TG) with
ethanol to give two moles of ethyl ester and one mole of monoglyceride (MG),
thus avoiding the production of glycerin. The application of this enzymatic
method would greatly simplify the production process, saving the large
consumption of water required to remove the glycerin, as occurred with the

use of standard methods.

The feasibility of using this method as well as its simplicity, is shown in
this thesis, as well as the scientific publications derived from it, and more

than a dozen conference communications.
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RESUMEN

Los altos precios de los combustibles derivados del petroleo estan
ocasionando una intensificacion de la investigacion de los métodos de
produccion de los biocombustibles, con la idea de optimizar la producciéon de

combustibles de origen no f6sil para reducir la dependencia del petréleo.

En los actuales procesos de produccion de biodiesel, con independencia
de la escala o el tipo de proceso utilizado (continuo o discontinuo), se emplean
de forma casi generalizada catalizadores en fase homogénea, como KOH. Son
procesos que, ademas de presentar los inconvenientes intrinsecos de la
catalisis homogénea, generan glicerina de baja calidad, que ha de ser tratada
como residuo al caer su precio cada vez mas por los excedentes que se

producen.

Una de las posibles soluciones a este problema y objetivo principal de
esta tesis doctoral, es la produccion de un nuevo tipo de biodiesel que integre
la glicerina en forma de mono y diglicéridos. De esta forma se evitaria el
problema de la obtencion de glicerina y se incrementaria asimismo el
rendimiento atémico del proceso, ya que toda la materia prima reaccionante se

transformaria en biodiesel.

La utilizacion de lipasas 1,3-regioespecificas en condiciones optimas,
permite llevar a cabo la reaccién de transesterificacion de un mol de
triglicérido (TG) con etanol para obtener dos moles de éster etilico y un mol de
monoglicérido (MG), evitandose asi la obtenciéon de glicerina. En la actualidad,
la glicerina se considera practicamente como un residuo o un producto muy
poco rentable, que ademas puede ocasionar graves problemas en los motores
si no ha sido eliminada totalmente de la mezcla empleada como
biocombustible. La aplicacion de éste método enzimatico simplificaria
enormemente el proceso de produccion, ahorrando el gran consumo de agua
necesario para eliminar la glicerina, tal como se produce con la utilizacion del

meétodo estandar.

La viabilidad de utilizacion de este método, asi como su simplicidad,
queda demostrada en esta memoria, asi como en las publicaciones cientificas

derivadas de ella, y en mas de una decena de comunicaciones a congresos.
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OBJETIVOS

En los actuales procesos de produccion de biodiesel, con independencia
de la escala o el tipo de proceso utilizado (continuo o discontinuo), se emplean
de forma casi generalizada catalizadores en fase homogénea, como KOH. Son
procesos que, ademas de presentar los inconvenientes intrinsecos de la
catalisis homogénea, generan glicerina de baja calidad, que ha de ser tratada
como residuo al caer su precio cada vez mas por los excedentes que se

producen.

Una de las posibles soluciones a este problema y objetivo principal de
esta tesis doctoral, es la produccion de un nuevo tipo de biodiesel que
integre la glicerina en forma de mono y diglicéridos. De esta forma se
evitaria el problema de la obtenciéon de glicerina y se incrementaria asimismo
el rendimiento atémico del proceso, ya que toda la materia prima reaccionante
se transformaria en biodiesel. La presente tesis se orienta en esta linea, en la
que se pretende evaluar la posibilidad de utilizacion de diversas lipasas
comerciales con caracter 1,3-regioespecifico, tanto en forma libre como

inmovilizada.

La utilizacion de lipasas 1,3-regioespecificas en condiciones optimas,
permite llevar a cabo la reaccién de transesterificacion de un mol de
triglicérido (TG) con etanol para obtener dos moles de éster etilico y un mol de
monoglicérido (MG), evitandose asi la obtenciéon de glicerina. En la actualidad,
la glicerina se considera practicamente como un residuo o un producto muy
poco rentable, que ademas puede ocasionar graves problemas en los motores
si no ha sido eliminada totalmente de la mezcla empleada como
biocombustible. La aplicacion de éste método enzimatico simplificaria
enormemente el proceso de produccion, ahorrando el gran consumo de agua
necesario para eliminar la glicerina, tal como se produce con la utilizacion del

meétodo estandar.

El objetivo genérico de esta tesis doctoral, es la optimizacion de la
produccion de un nuevo tipo de biocombustible por via enzimatica, con
propiedades fisico-quimicas adecuadas, similares a las del biodiesel, que
permitan su uso en motores diesel. Para ello, se plantea el uso de una

sistematica de operacion simple y en condiciones térmicas lo mas suave



OBJETIVOS

posible. Como ejemplo de ello se propone el ajuste de pH con disoluciones de
NaOH en vez de buffers mas caros y complejos, con la idea de que el proceso

sea economico, asi como la operacion entre 20 - 60 °C como maximo.

Los objetivos parciales de este trabajo son los siguientes:

(a) Evaluar las posibilidades de utilizaciéon de diferentes lipasas

disponibles comercialmente en la produccién de biodiesel.

(b) Determinar las variables mds influyentes asi como las condiciones de
operacién mds favorables para cada lipasa estudiada (temperatura, pH, tiempo
de reaccion, peso de la enzima, relacién molar aceite/etanol, cantidad de agua

permitida en el medio de reaccion, tipo de materia prima, etc.).

(c) Inmovilizar las lipasas en forma libre seleccionadas, segun los métodos
de inmovilizaciéon descritos en una patente propiedad de la UCO (Patente
espanola 2152121, fecha publicacién 16/01/2001), tras excluir aquellas que en
forma libre no dieran un resultado adecuado, y posterior evaluaciéon de su

comportamiento.

(d) Optimizar el proceso de obtencién de un nuevo tipo de biocombustible

que integre la glicerina en forma de mono o diglicérido en su composicion.
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PLAN DE TRABAJO

El plan de trabajo previsto para la realizacién de la presente tesis

doctoral se resume en los siguientes puntos:

1. Seleccion de distintas lipasas comerciales disponibles
Para ello se procedera a localizar y adquirir aquellas lipasas disponibles
comercialmente, para otros usos industriales, y evaluar sus posibilidades para

llevar a cabo las reacciones de transesterificacion 1,3-selectivas.

2. Evaluacion de las diferentes lipasas seleccionadas, operando en
forma libre.

Una vez seleccionadas las lipasas comerciales, seran caracterizadas
mediante reacciones de transesterificacién con aceite de girasol y etanol en
distintas condiciones de reaccién (peso de enzima, pH, temperatura, relacion
aceite/etanol, velocidad de agitacion, materia prima, contenido de agua del

medio de reaccion, etc.)

3. Heterogeneizacion de las lipasas seleccionadas.

Las lipasas que presenten el comportamiento mas adecuado, en cuanto
a actividad y selectividad, seran inmovilizadas. Para ello se habra de proceder
a la sintesis de los soportes activados y funcionalizados, sobre los que se
procedera a efectuar la inmovilizacion de las lipasas, tanto en forma covalente

como por adsorcion fisica.

3.1. Sintesis, funcionalizacién, activacién y caracterizacion superficial

de los soportes utilizados para la inmovilizacién.

3.2. Heterogeneizacion de las lipasas seleccionadas y caracterizacion de

los sistemas enzimaticos preparados.

También se evaluara el comportamiento e idoneidad de lipasas
inmovilizadas comerciales para la reaccion de transesterificacion

anteriormente citada.
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4. Evaluacion de la eficiencia de los sistemas enzimaticos
heterogeneizados preparados.

Se emplearan los mismos procesos y condiciones empleados para la
caracterizacion del proceso en fase homogénea, es decir se estudiara la
transesterificacion de aceite de girasol con etanol para la obtencién de un
nuevo tipo de biocombustible que integre la glicerina en forma de

monoglicérido.
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1.1
ESTADO ACTUAL DE LOS BIOCOMBUSTIBLES

Los altos precios de los combustibles derivados del petroleo y el
agotamiento de las reservas petroliferas han propiciado un incremento de la
demanda de combustibles alternativos. Algunos paises, incluido Espana, ya
han comenzado a desarrollar tecnologias y cultivos energéticos para la
introduccion gradual de estos combustibles, asi como el caso de Brasil, que
produce bioetanol a partir de cana de azucar, y Estado Unidos, a partir de
maiz. En la Tabla 1.1 se observa la evoluciéon del consumo de biodiesel en
Europa, asi como una prevision de su consumo basada en las directrices

europeas aprobadas para el fomento de uso de biocarburantes.

Ademas de lo dicho, podemos indicar que el analisis basico del
escenario energético mundial, realizado a partir de datos sobre produccion,
consumo y reservas de crudo a nivel mundial, facilmente disponibles a partir
de los datos que proporciona la Agencia Internacional de la Energia (AIE),
pronostican, tal como se esta produciendo en la actualidad, un rapido repunte
en los precios del barril de petréleo, que esta conduciendo de forma inmediata
a elevar el precio del combustible diesel y a trastocar las estimaciones
realizadas, en el sentido de que comience a ser rentable el aprovisionamiento

de grasas y/o aceites de uso alimentario, con fines energéticos.

Considerando las reservas actuales de crudo conocidas, y su consumo
anual, es facil comprobar que éstas se agotaran inexorablemente en los
proximos 40 anos. Asi, manteniendo un consumo anual de 31.000 millones de
barriles (valor medio de dos afos consecutivos de bajo consumo), de no
mediar el hallazgo imprevisto de nuevos y abundantes depésitos de crudo, en

solo dos décadas las reservas se habran reducido a la mitad, momento en que
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los gastos de explotacion de un yacimiento comienzan a incrementarse de

forma apreciable.

Por tanto, es facil visualizar un futuro escenario econémico donde el
petréleo alcance unos precios ahora inimaginables, pues a la escasez de las
reservas conocidas, habra que sumar otros factores adversos, como son, la
dificultad creciente de hallar nuevos yacimientos, su inaccesibilidad y la
deficiente calidad del crudo, lo que incrementaria los costes de explotacion del
yacimiento y de produccién de sus derivados. A esto habria que unir factores
como la inestabilidad politica de las zonas donde se encuentran los principales
yacimientos, como viene sucediendo en los ultimos tiempos, y el previsible
aumento en la demanda de paises emergentes, como China, segundo
consumidor mundial de crudo en la actualidad, tras Estados Unidos, India y
otros paises de gran poblacién en el extremo Oriente. Debido a estos y otros
factores, algunos paises, incluido Espana, ya han comenzado a desarrollar
politicas energéticas que apuestan por la utilizacion de biocombustibles y
cultivos energéticos para la introduccion gradual de biocombustibles en el

mercado asi como.

La produccion de biodiesel prevista (Tabla 1.1), en caso de aplicar una
tecnologia convencional, conducira a la produccion total de glicerina mostrada
en la Tabla 1.2. El mercado de la producciéon industrial de glicerina, dirigido
durante anos, en principio, hacia la industria farmacéutica, se encuentra
practicamente saturado en la actualidad, por las grandes cantidades

obtenidas, precisamente como subproducto en la fabricacion de biodiesel [1].

En la Tabla 1.3 se registra la caida del precio de este producto, lo que
esta haciendo cada vez menos rentable la produccion de glicerina a partir del
subproducto obtenido en la fabricacion de biodiesel. Por ello, es muy posible
que en poco tiempo la glicerina tenga que gestionarse como un residuo en vez

de como un subproducto.
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Tabla 1.1. Evolucion del consumo de biodiesel en Europa y estimacion basada en las
directrices europeas para el fomento de biocarburantes (Datos de la Agencia Andaluza
de la Energia).

Datos de consumo /

produccién 2001 2002 2003 2004 2005 2010 2020*

Millones de toneladas / ano
diesel consumidas en 145 172 199 226
Europa
% Biofuel propuesto como
consumo segun directivas 2 5,75 10
UE

Consumo real o estimado en

% de biofuel en Europa 0,5 1 4

Millones de toneladas / ano
de biodiesel de capacidad

. 0,8 1 1,5 2 3,4 7,9 22,6
productiva en Europa

* Datos estimados

Tabla 1.2. Evolucion del consumo de biodiesel y generacion de glicerina en
Europa. Estimacion basada en las directrices europeas para el fomento de
biocarburantes (Datos de la Agencia Andaluza de la Energia).

Millones Tm / ano 2001 2002 2003 2004 2005 2010 2020*

Millones de toneladas /
ano de biodiesel 0,8 1 1,5 2 3,4 7,9 22,6
producido en Europa
Millones de toneladas /
ano de glicerina

. 0,08 0,1 0,15 0,2 0,34 0,79 2,26
producida en Europa

* Datos estimados

Tabla 1.3. Evolucion del precio de la glicerina desde el
afio 2000 a 2010. [1]

Glicerina Aino 2000 Aio 2005 Aio 2010

Refinada 1,50 € 0,90 € 0,60 €
Cruda 1,10 € 0,60 € 0,30 €
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En consecuencia, la produccién de biocombustibles que integren de
alguna manera la glicerina, se ha convertido, en la actualidad, en un objetivo
de maximo interés. En los biocarburantes asi obtenidos, no solo se evita la
generacion de glicerina, con el consiguiente gasto hidrico que ello conlleva
para su eliminacion del biodiesel donde queda como contaminante (contenido
maximo en glicerol 0,02 % EN14214), sino que se obtiene un incremento del
rendimiento en la produccién de biodiesel del orden del 10 %, que antes se
perdia en forma de glicerina. Ademas, este tipo de biocombustible puede
usarse directamente sin ningan tipo de tratamiento posterior, lo que reduciria
de forma importante los costos del proceso y evitaria la generacion de aguas

residuales.

Para lograr el objetivo de la integracion de la glicerina en el
biocombustible existen hoy dia varias posibilidades en estudio, que seran
tratadas con mas detalle mas adelante, dado que constituyen la tnica forma
de evitar la tediosa operacion de limpieza de la glicerina generada en el
proceso. La norma EN14214 limita los valores de la glicerina (< 0,02 %),
ya que al reaccionar con el oxigeno en el interior del motor a elevada
temperatura, experimenta un proceso de oxidacién hasta acroleina y una
posterior polimerizaciéon (Figura 1.1) que da lugar a la aparicion de depositos
carbonosos en los inyectores, pistones y valvulas (Figura 1.2), lo que reduce la

eficiencia de los motores y puede ocasionar serias averias [2].

Por tanto, la investigaciéon en biocombustibles es una necesidad de
primera magnitud ya que, como se ha indicado se estima que dentro de
40 - 50 anos las actuales reservas petroliferas conocidas se habran agotado, y
los yacimientos que permanezcan seran de dificil acceso (a gran profundidad
en los océanos). Asi pues, se prevé que podria ocurrir un desabastecimiento
mundial, provocando el alza continuada del precio de los combustibles, lo que
repercutira de forma continuada en la economia mundial en las proximas
décadas. Por ello, es importante que se desarrollen investigaciones de
tecnologias de primera y segunda generacion para la produccion de
biocombustibles; de hecho, el mercado mundial de los mismos esta creciendo
continuamente debido sobre todo a las fuertes subvenciones que recibe, en

base a su inocuidad medioambiental, ya que no computa a efectos del CO:
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que generan en su combustiéon (Tratado de Kyoto), disminuyendo la emisiones
de SOy (6xidos de azufre) y reduciéndose notablemente el nivel de particulas
en comparacion con los combustibles de origen f6sil, cuando se encuentran

mezclados con ellos (Figura 1.3).

OH |
OH —_— HZC\) + 2H0 (1
OH
Glycerol Acrolein
|O \i
—  » H OH 2)
HZC\) + 120, C—
Acrolein Acrylic acid
COOH COOH COOH COOH CO,H COH COH COM
+ + + R R G
T
H,C H,C HC™ H,C
Acrylic acid Polyacrylate
Figura 1.1. Reacciones de deshidratacion, oxidaciéon y

polimerizacion que experimenta la glicerina residual presente en el
biodiesel dentro de un motor diesel [Deshidratacién (1), Oxidacion (2)
y Polimerizacion (3)].

Ageing polymer deposits

Figura 1.2. Deposicion de restos carbonosos
en diversas partes de un motor diesel
ocasionados por el uso de biodiesel con un
alto contenido en glicerina.
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Reduccion de las emisiones del biodiesel
respecto al diesel convencional
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c
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o
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(a]
N

30%
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% Biodiesel

Figura 1.3. Emisiones del biodiesel respecto al
diesel convencional (Fuente: U.S.
Environmental Protection Agency, EPA. A
Comprehensive Analysis of Biodiesel Impacts
on Exhaust Emissions).

En definitiva, aunque actualmente los biocombustibles no sean aun
capaces de reemplazar totalmente la demanda mundial de combustibles,
pueden ir cubriendo una parte creciente de la demanda, lo que reducira en
gran medida la dependencia de las fuentes fosiles, alargando la vida de las
actuales reservas petroliferas, suavizando asi la transiciéon a un previsible

escenario mundial sin combustibles fosiles.
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1.2
TECNOLOGIAS PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL

Los biocombustibles se consideran de primera o segunda generacion en
funcion de la materia prima empleada. Asi, si se emplean productos agricolas
comestibles (maiz o cana de azlcar) para producir bioetanol, o aceites
comestibles (soja, girasol, colza, o grasas animales comestibles) para
producir biodiesel, se trata de biocombustibles de primera generacién.
La sensibilizaciéon social respecto al problema que puede originarse en un
futuro, al detraer alimentos para su uso energético, ha propiciado la
investigacion en tecnologias que posibiliten la utilizacion de residuos agricolas
o industriales para su transformacién en biocombustibles, pasando estas

tecnologias a denominarse de segunda generacion.

En lo que respecta al biodiesel, se considera de segunda generacion el
producido a partir de aceites obtenidos mediante cultivos de plantas no
comestibles (o de algas, de gran actualidad), aceites usados o de mala calidad,
aceites no aptos para consumo humano o desechos ricos en grasas de algunas
industrias como mataderos, ademas de restos de cualquier tipo de triglicéridos

no comestibles, por humanos o animales.

La produccién de biodiesel de primera generacién es la primera etapa
para la incorporacion de biocombustibles en un pais, ya que es una tecnologia
al alcance de todos, conocida y utilizada desde la Segunda Guerra Mundial
para el aprovisionamiento de glicerina, masivamente empleada en Ila
produccion de explosivos, hasta el desarrollo de procesos de obtencién de la

glicerina a partir de productos petroliferos como el propano.

Es evidente que debe tenerse un especial cuidado para seleccionar la
tierra y los cultivos destinados a la produccion de materia prima, no
reemplazar zonas destinadas para el cultivo de productos de consumo
humano, o utilizar cultivos no aptos para el consumo humano. Conviene

investigar aquellos procesos que, aun partiendo de cualquiera de las



INTRODUCCION

anteriores materias primas, no generen ni glicerina, ni ningiin tipo de residuos
o subproductos. Es decir, se trata de aplicar los conceptos de la Quimica
Verde para la produccion de biocombustibles, ya que el proceso actual
presenta un rendimiento de solo aproximadamente el 90 %, al generar
glicerina como subproducto. La obtencion de un nuevo biodiesel con un
rendimiento atémico del proceso del 100 % es por tanto una prioridad en la
[+D+i actual. Las ventajas de estas ultimas tecnologias supondrian un mayor
aprovechamiento de los recursos y una menor generacion de residuos.
Sin embargo, por diferentes motivos, estos nuevos biocombustibles aun no
han sido puestos en practica a escala industrial. Una de las causas
principales es de tipo legal, ya que hasta fechas muy recientes (octubre 2008)
[3], no han sido autorizados para su comercializacién en la red de gasolineras
de Espana. En este sentido, para su adaptaciéon a la normativa legal
establecida para el biodiesel, tanto en Espafia como en la Uniéon Europea, se
ha incorporado el término biodiesel en un concepto legal mas amplio, como es
el de “biocombustible en diesel” o “biocombustible en gasolina”, donde este

ultimo englobaria el concepto de bioetanol.

El biodiesel convencional es por tanto ahora uno mas de los
biocombustibles de origen renovable, capaz de operar en motores diesel,
constituido por una mezcla de FAME o FAEE (Fatty Acid Methyl Ester o
Ethyl Ester) obtenido mediante una reaccién de transesterificacion de aceites
vegetales u otras materias primas, como pueden ser grasa animal o
aceite usado, con alcoholes simples como metanol o etanol para dar los
correspondientes monoalquil ésteres [2, 4]. Este biodiesel presenta grandes
ventajas en comparacion con el diesel de origen f6sil, como son, menores
emisiones de gases contaminantes (excepto NOx), biodegradabilidad, ausencia
de azufre, mayor poder lubricante del motor, un balance energético positivo,
elevado punto de inflamacion (flash point), compatibilidad con las
infraestructuras logisticas existentes, es renovable y se puede fabricar incluso
con residuos de materias primas de origen doméstico. Solo presenta un serio
inconveniente, la produccién de glicerina como subproducto de la reaccion de
transesterificacion y todo lo que ello conlleva, como la necesidad de lavar el

biodiesel, la purificaciéon de la glicerina, etc.
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En efecto, la reaccion de transesterificacion de un mol de triglicérido
(TG) con tres moles de alcohol forma un mol de glicerina (GLY) y tres moles de
ésteres del acido graso, constituyendo en realidad una secuencia de tres
reacciones reversibles, en las cuales la molécula de triglicérido se convierte
paso a paso en diglicérido (DG), monoglicérido (MG) y glicerina. En cada etapa
se consume un mol de alcohol y se libera un mol de éster. El esquema de
reaccion de la Figura 1.4, representa la transesterificacion con etanol
(etanolisis). Normalmente, para poder desplazar el equilibrio, el alcohol se
emplea en exceso, respecto a la cantidad estequiométrica, en el proceso de
produccion de biodiesel por el método convencional. Tras la reaccién, se
obtienen dos fases no miscibles (Figura 1.5), una fase superior donde se
encuentran los ésteres etilicos (o metilicos), es decir el biodiesel, y una fase

inferior donde esta la glicerina disuelta en el exceso del alcohol empleado.

COOR COOR .
ECOOR + EtoH _ coor + ROkt

COOR OH

COOR COOR

COOR + EtOH ——> OH +
OH OH

3
pe
I:o
o
m

COOR OH

+ EtOH on + Riom

g

OH OH

COOR OH

o]
AL
COOR + 3EOH —— » OH + 3R--O=Et

COOR OH

TRIGLICERIDO ETANOL GLICEROL ESTERES ETILICOS
‘\

N

Figura 1.4. Esquema de la reaccion de transesterificacion de
triglicéridos con etanol (etandélisis) mediante catalisis basica.
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Figura 1.5. Separacion por decantacion del
biodiesel y la glicerina disuelta en el exceso de
alcohol.

Tras separar por decantaciéon el biodiesel (Figura 1.5), se puede aislar
la glicerina de la mezcla de reaccion y recuperar por destilacion el alcohol en
exceso, para ser reutilizado. Sin embargo, esta aparente facil solucién oculta
dos grandes inconvenientes, consecuencia de la solubilidad parcial del
biodiesel en la solucion alcohélica que contiene la glicerina, y también de la
glicerina en la mezcla de biodiesel. Esto obliga a la realizacion de una
operacion de lavado del biodiesel con agua para limpiarlo de glicerina
(impureza que provoca dafios en el motor, como ya se ha indicado) y a la
obtencién de una glicerina fuertemente contaminada por los FAEE o FAME'’s,
disueltos en el alcohol. En efecto, la limpieza de la glicerina obtenida es un
proceso complejo que encarece de forma importante la obtencién de una
glicerina con una pureza adecuada (90 %) para su comercializacién. De hecho
este producto ya se esta gestionando como un residuo organico, empleado
para compostaje (con o sin aprovechamiento del metano) o incineracion en

cementeras [4].

Todos estos problemas se resuelven a escala industrial, integrando los
dispositivos adecuados, tanto para la consecucion de la reacciéon con altos
niveles de conversion, limpieza del biodiesel obtenido y para la recuperaciéon

de glicerina y del exceso de metanol empleado. La tecnologia mas ampliamente
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utilizada en la industria de produccién de biodiesel es el proceso Lurgi, [5,6],
que ha sido desarrollado por la empresa alemana del mismo nombre y que
ofrece plantas de biodiesel con capacidades de produccion desde 100 hasta
1000 toneladas/dia. El proceso consiste en un intenso mezclado del
catalizador (metoxido s6dico o potasico) con el aceite con posterior separaciéon
por gravedad de las dos fases generadas, FAME y glicerina. En la Figura 1.6

se puede observar el esquema del proceso.

El aceite, metanol y metoxido sodico son mezclados en el Reactor 1
seguido de una etapa de separacion de las dos fases. La fase superior (FAME)
es mezclada de nuevo con mas metanol y catalizador en el Reactor 2 y
seguidamente se lleva a cabo otra etapa de separacion por gravedad. Este
segundo reactor maximiza el rendimiento del proceso y la calidad del
producto. La fase superior (FAME) es lavada para eliminar la glicerina,

metanol y catalizador residuales, seguido de un secado a vacio.

| Reactor 1 | Reactor 2

. Transesterification
Oil ‘\ DI<)| % ( ﬁ Biodiesel
y
tg ] ( Glycerin ) Wash
Methanol —»——«¢ () Cross-Fow Column

>

,\(Pawm:ed) )
Methanol
Catalyst Recovery A 4 Qosed Washwater Loop T

/ % Y Glycerin Water

A

Evaporation

/-Ciy(edn Water

Y

Crude Glycerin

Figura 1.6. Esquema del proceso Lurgi para la produccion de biodiesel [5,6].

Sin embargo, este proceso tiene ciertos inconvenientes asociados con su
caracter homogéneo, como son la pérdida del catalizador, que puede usarse

una sola vez, y la necesidad de eliminar la gran cantidad de sales generadas
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en el proceso de neutralizacion del catalizador fuertemente basico. Esto
conlleva varias etapas de limpieza, incluyendo la neutralizacion y lavado del
biodiesel, con el consiguiente consumo de grandes cantidades de agua que
posteriormente debera tratarse para eliminar el gran contenido en sales que
posee. Todo ello, inevitablemente aumenta el costo del proceso y merma
ademas la calidad de la glicerina obtenida como subproducto al estar
contaminada con sales dificiles de eliminar debido a su alta solubilidad en

aquélla.

Con el objeto de mejorar el proceso, se estan investigando en la
actualidad una gran cantidad de procesos basados en la catalisis heterogénea,
donde se usan catalizadores sélidos insolubles en el medio de reaccién, como
por ejemplo metales alcalinos en forma de oxidos y/o carbonatos en
numerosas mezclas entre ellos, pero siempre participando en las mezclas
metales alcalinos [7]. Ademas de estos catalizadores, estan ganando gran
interés las lipasas como un catalizador alternativo que puede evitar los
inconvenientes del proceso actual generando un biocombustible limpio y de

una gramn pureza.

La reaccion de transesterificacion de aceites y grasas a escala
industrial, aplicada o no a la obtencién de biodiesel, es siempre un proceso
catalizado, que puede efectuarse tanto en medio acido o basico, asi como por
la accion de enzimas especificas como son las lipasas. Hasta el momento,
operar en medio basico presenta importantes ventajas respecto a la aplicaciéon
de la catalisis acida, ya que la cinética de la reaccion es mucho mas favorable,
lo que permite operar con menores cantidades de alcohol y a presion
atmosférica. Ademas, en medio homogéneo los alcalis son menos corrosivos
que las disoluciones acidas. Como ya se ha comentado, los procesos
industriales en curso emplean como catalizador, en fase homogénea, mezclas
de metanol con diferentes hidréoxidos alcalinos para obtener los
correspondientes metéxidos, fundamentalmente NaOH o KOH, ya que son los
que proporcionan mejores rendimientos, y en condiciones relativamente

menos enérgicas (70 °C y alcohol/aceite 2 - 4/1).
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Recientemente se ha publicado el uso de catalizadores heterogéneos de
caracter acido para la esterificacion de los FFA (Free Fatty Acid) y
transesterificacion de triglicéridos de forma simultanea obteniéndose elevadas
conversiones [8]. En general, el operar en fase heterogénea mejora la calidad
del biodiesel y la glicerina, y reduce asi mismo las operaciones de lavado. Sin
embargo, no es aconsejable su aplicacion industrial debido al encarecimiento
del proceso ocasionado por una disminucion notable de la actividad catalitica,
que obliga a trabajar a temperaturas y presiones mas elevadas, y con elevadas

proporciones de alcohol/aceite.

Por otra parte, las lipasas de diversos microorganismos han sido y estan
siendo ampliamente investigadas en este proceso, ya que constituyen las
enzimas especificas que ejecutan en los seres vivos las reacciones de hidrélisis
o sintesis de los enlaces éster de los triglicéridos. Por tanto, la comparacién de
los resultados obtenidos por cualquiera de las lipasas, con los métodos
convencionales basados en la catalisis acido-basica, s6lo comporta ventajas.
Asi, las condiciones de operacion son mucho mas suaves (20 - 60 °C y 1 atm)
y no es necesaria la eliminaciéon de ningin tipo de impurezas (acidas o
alcalinas), por lo que la separaciéon de fases se simplifica, obteniéndose
biodiesel y glicerina de gran pureza, adecuada para usos farmacéuticos,

reduciendo por tanto el impacto medioambiental del proceso [9].

El elevado precio que presentan las enzimas en general, y por tanto las
lipasas, limita de forma determinante su aplicaciéon a escala industrial. Para
paliar esta situacién existe un consenso generalizado, que implica la
utilizacion de lipasas de bajo coste y/o su fijacibn o inmovilizacion
(heterogeneizacion) en cualquier tipo de soporte, compatible con el proceso al
que se desee aplicar. Tras la inmovilizacion se han descrito incrementos en la
actividad y estabilidad de las enzimas respecto a su comportamiento en forma

homogénea [10].

Por tanto, las desventajas asociadas al procedimiento actual de
produccion de biodiesel mediante catalisis homogénea en medio basico
(el elevado consumo de agua de lavado empleada para eliminar los restos

alcalinos y la glicerina del biodiesel, el tratamiento alcalino o acido previo
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necesario para eliminar los acidos libres antes de iniciar la transesterificacion,
la obtencién de glicerina de baja calidad, etc.), podrian solventarse mediante la
utilizacion de lipasas inmovilizadas y/o de relativamente bajo costo, lo que
permitiria su reutilizacion y facilitaria también el procedimiento experimental

para el aislamiento y purificacién de los productos de la reaccion.

En lo que respecta a la utilizacién de lipasas para la producciéon de
biodiesel, se han descrito numerosos procesos efectuados siempre a escala de
laboratorio, donde se ensayan lipasas de muy diversos origenes, empleando
aceites de diversa procedencia, vegetal y animal (soja, girasol, palma, coco,
semillas, sebo, aves, pescados, etc.) incluyendo aceites ya usados, y diversos
alcoholes de cadena corta (metanol, etanol, 1 y 2 propanol, 1 y 2-butanol) y
otros, como el 2-etil-1-hexanol. En la mayoria de los casos se obtienen
conversiones > 90%, operando a temperaturas en el intervalo 35 - 50 °C,
tiempos de reacciébn de 12 a 70 horas y relaciones alcohol/aceite 3/1
o superiores [11-19]. Hasta el momento, a pesar de la gran cantidad de
estrategias descritas en la bibliografia, el elevado precio de las lipasas y/o la
ineficiencia de los métodos de inmovilizacion han hecho comercialmente
inviable los intentos de aplicar a escala industrial el procedimiento enzimatico
(tanto en forma libre como fijadas por diversos métodos). De ahi, la necesidad
de conseguir mejoras importantes, tanto en los métodos de inmovilizacién de
enzimas, como en la reduccién de los periodos tan largos de reacciéon

necesarios para conseguir altos rendimientos (90 - 100 %).

Sin embargo, la aplicaciéon de las lipasas estd manifestando un gran
interés en la produccién de biocombustibles que integran la glicerina como un
derivado soluble en los FAME o FAEE, que siguen constituyendo la mayor
parte del biocombustible. Estas mezclas mantienen por tanto unas
propiedades fisico-quimicas muy similares al biodiesel convencional (100 %
FAME o FAEE), por lo que pueden sustituirlo sin mayores inconvenientes
como biocombustible, consiguiendo asi una eficiencia atomica del proceso del

100% con respecto a la materia prima empleada.
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1.3
TECNOLOGIAS PARA LA PRODUCCION DE
BIOCOMBUSTIBLES QUE INTEGRAN LA GLICERINA

Los biocarburantes que integran la glicerina no sélo evitan la generacion
de residuos, sino que se obtiene un incremento (* 10 %) en el rendimiento del
proceso al integrar la glicerina en el producto de la reaccién, asi como una
reduccion importante de los costes del proceso al evitarse los tratamientos
posteriores de lavado y limpieza del biodiesel y la consiguiente gestion de las

aguas residuales generadas.

La limpieza de la glicerina de los biocombustibles es inevitable cuando
ésta se genera en el proceso, ya que su presencia en el combustible
desemboca en una oxidacion hasta acroleina y posterior polimerizacion que
genera depositos carbonosos en los inyectores, pistones y valvulas, reduciendo

la eficiencia y vida util de los motores (Figuras 1.1 y 1.2) [20].

En investigaciones recientes se ha demostrado también que los
componentes minoritarios del biodiesel estandar (que por lo general se
consideran contaminantes segin la norma EN 14214), entre ellos los FFA y los
MG, son esencialmente responsables de la elevada lubricidad que se obtiene
en las mezclas de biodiesel y petrodiesel, ain a niveles muy bajos de estos
componentes. Se ha de mencionar que los FAME muy puros presentan una
elevada reduccion de la lubricidad, en comparacion con el biodiesel que
contiene estos compuestos [21]. Cabe esperar que la presencia de mayores
cantidades de MG y/o FFA asi como de diversos derivados de éstos, en un
nuevo tipo de biocombustible que incorpora la glicerina, aumente la lubricidad
del biocarburante, que es una importante caracteristica diferencial de los

biocombustibles, mejorando el funcionamiento y la vida til de los motores.

Hasta el momento se han obtenido interesantes resultados, recogidos en
una patente [22,23], empleando la capacidad de las lipasas y en particular de

la lipasa pancreatica de cerdo (PPL, Pig Pancreatic Lipase), tanto en forma libre
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como inmovilizada, en la transesterificacion 1,3-selectiva de los TG a los
correspondientes 2-monoacilderivados de la glicerina 6 MG y la generacion de
dos moles de FAEE, empleando etanol. En esta patente se propone esta
mezcla como un nuevo “biocombustible en diesel” al que se denomina
ECODIESEL®. Es interesante destacar que los procesos de transesterificacion
enzimaticos pueden llevarse a cabo con diferentes alcoholes de cadena corta
(etanol, 1- y 2-propanol, 1- y 2-butanol, etc.) y sus mezclas, no estando en
principio limitados al empleo de metanol, como sucede en los procesos
quimicos convencionales basados en catalisis acida o basica. El proceso se

resume en la Figura 1.7.

H,C -0-COR H,C -OH
| PPL |
H(lJ—O—COR + 2 CH;CH,0H ——» 2 RCOOCH,CH; +  HC—0-COR

H2C —0-COR H2C —OH
TRIGLYCERIDE ETANOL ESTER MONOGLYCERIDE

Figura 1.7. Esquema de reaccion del Ecodiesel®, biocombustible obtenido por
tecnologia enzimatica y patentado por la Universidad de Coérdoba (UCO) que
incorpora la glicerina en forma de monoglicérido.

Asi mismo, se estan abordando actualmente otras alternativas para
preparar ésteres de acidos grasos a partir de lipidos, que generen en el proceso
directamente diversos coproductos derivados de la glicerina. La reaccién de
transesterificacion de los triglicéridos con carbonato de dimetilo (DMC) [24]
produce una mezcla de tres moles de FAME 6 FAEE y uno de carbonato de
glicerol (GC). Esta mezcla (FAME + GC), presenta unas propiedades fisicas
adecuadas para ser empleados como combustible, siendo presentado como un

nuevo biocombustible denominado DMC-BioD® [25] (Figura 1.8).
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H,C -0-COR H,C -0
i« it LIPASE 2" >co
HC-=0-COR + CH;OCOCH; ———3= 2 RCOOCH,CH, *  HO=O
H2C —0-COR H2C —OH
TRIGLYCERIDE DIMETHYL CARBONATE ESTER GLYCEROL CARBONATE

Figura 1.8. Esquema de reaccion del DMC-BioD®, biocombustible obtenido por
tecnologia enzimatica y patentado [25], que integra la glicerina como carbonato
de glicerol.

De forma similar, el Gliperol® es otro nuevo biocarburante, recientemente
patentado [26], compuesto por una mezcla de tres moléculas de FAME y una
molécula de triacetato de glicerol (triacetina). Se puede obtener después de la
transesterificacion de un mol de triglicérido con tres moles de acetato de
metilo empleando una lipasa como catalizador [27]. Analogamente, con el
acetato de etilo [28] se obtiene la correspondiente mezcla de FAEE con

triacetina, segun el proceso enzimatico expresado en la Figura 1.9.

H,C -0-COR H,C -0-COCH
2 Q LIPASE 2 3
H2C _O_COR H2C _O'COCH3
TRIGLYCERIDE ETHYL ACETATE ESTER

TRIACETIN

Figura 1.9. Esquema de reaccion del Gliperol®, biocombustible obtenido por
tecnologia enzimatica y patentado por el Industrial Chemistry Institute of Varsow
(Polonia), que integra la glicerina como triacetina.

Asi pues, DMC-BioD®, Gliperol® y Ecodiesel® tienen en comun que
todos incorporan la glicerina como un derivado (carbonato, triacetato o
monoglicérido) capaz de formar mezclas monofasicas homogéneas, evitando la
generacion de residuos o subproductos en sus procesos de preparacion. La
principal diferencia con respecto al biodiesel convencional, es que en la

produccion de los mismos no se requieren procesos adicionales de separacion.
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El MG, DMC o la triacetina pueden ser perfectamente incorporados con
la mezcla de FAME en los motores diesel. En términos de Quimica Verde, la
incorporaciéon de la glicerina en el biocombustible incrementa la eficiencia del
proceso sin producir modificaciones sustanciales en las propiedades fisico-
quimicas de los biocarburantes. La eficiencia atémica también mejora, dado
que el numero total de atomos que participan en la reaccion es parte de la

mezcla final que forma el biocombustible.

Por tanto, la utilizacién de lipasas, aprovechando su capacidad para
obtener la alcoholisis 1,3-regioespecifica de los triglicéridos con alcoholes de
cadena corta, o empleando otros reactivos diferentes de los alcoholes, como
carbonato de dimetilo o los acetatos de metilo o etilo, puede constituir a medio
plazo un procedimiento competitivo, respecto al convencional basado en la
catalisis homogénea basica, en la obtenciéon de nuevos biocarburantes
aplicables en motores diesel. Como ya se ha dicho, la incorporacién de la
glicerina reduce la complejidad del proceso, aumenta su rendimiento y reduce
al minimo la generacion de residuos, y ademas, los procesos enzimaticos se
llevan a cabo en condiciones comparativas mucho mas suaves (o verdes) que
las habitualmente empleadas para la produccién de biodiesel (pH,

temperatura, presion, etc.)

Las limitaciones existentes para la utilizacion industrial de las lipasas,
debidas principalmente a sus altos costes de producciéon, podrian ser
superadas mediante la aplicacion de tecnologias para obtenerlas purificadas,
en cantidades suficientemente elevadas, y/o en forma inmovilizada. Sin
embargo, no hay que descartar, ademas, otra importante limitacion del
método enzimatico, en comparacion con los catalizadores basicos
convencionales, que se refiere a la transesterificacién de la posicion 2 de los
triglicéridos. En efecto, la produccién de biodiesel convencional con lipasas
debe tener en cuenta su caracter 1,3-regioselectivo por el cual hidrolizan
selectivamente las posiciones 1 y 3 de los triglicéridos [29, 30]. Debido a lo
anteriormente expuesto, la mayoria de los procesos enzimaticos de produccion
de biodiesel convencional que se han descrito, implican unos tiempos de
reaccion extremadamente largos y unas conversiones generalmente inferiores

al 70 % en peso. En aquellos casos en que las conversiones son superiores, es
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debido a la utilizacién de lipasas no selectivas o a un proceso paralelo,
ampliamente descrito, de 1,2-acilmigracion que se produce en los glicéridos en

medio basico [31].
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1.4
ENZIMAS

1.4.1
CARACTERISTICAS COMO BIOCATALIZADORES

Las enzimas son proteinas especializadas en la catalisis de las
reacciones biolégicas, cuyo interés reside principalmente en las siguientes

caracteristicas:

1) Las enzimas son biocatalizadores que disminuyen la energia de
activacion necesaria para que las reacciones se desarrollen y aumenten su
velocidad de reacciéon (Figura 1.10). Presentan una actividad catalitica mas
eficaz que los catalizadores inorganicos; por ejemplo, la energia necesaria para
que se produzca la reaccion de descomposicion del agua oxigenada en agua y
oxigeno es de 75 KJ/mol, en ausencia de catalizador; 50 KJ/mol, en presencia
de platino y disminuye hasta 8 KJ/mol, en presencia de la peroxidasa. Este
efecto tan drastico sobre la energia de activacion en presencia de enzimas se
debe a la formacién de un complejo intermedio enzima-sustrato, que

posteriormente se transforma en producto y enzima.

Reaccion sin
Biegn catalizar

TaG Reaccion catalizada
enzimaticamente

Free energy, G

Reaction coordinate

Figura 1.10. Efecto de la catalisis enzimatica sobre la energia de
activacion de una reaccion.
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2) Las enzimas son selectivas, tanto para la reaccion que catalizan,
como para los sustratos que reconocen. Ademas, presentan un elevado grado
de estéreo y regioselectividad (en general, aceleran mas el proceso con un
isomero que con el otro, lo cual constituye una gran ventaja frente a los
catalizadores quimicos clasicos). La selectividad de las enzimas se debe a la
formacion del complejo enzima-sustrato, formado en una pequena region de
la enzima denominada centro activo, el cual suele estar localizado dentro
de la estructura terciaria de la enzima. La especificidad enzimatica reside en
las propiedades de dicho centro activo (dimensiones, topologia,
alineamiento de grupos contraiénicos y regiones hidréfobas), que
condicionan las caracteristicas que debe reunir un determinado sustrato para
acoplarse en esa region enzimatica. Solamente un numero reducido de
aminoacidos estan implicados en la catalisis enzimatica, los cuales no se
localizan consecutivamente en la cadena polipeptidica, sino que se encuentran

juntos tras el proceso de plegamiento enzimatico.

La Tabla 1.4 compara las energias de activacion para la
descomposicion del perdxido de hidrogeno, en ausencia o presencia de un
catalizador. Se aprecia como el catalizador enzimatico disminuye atin mas la
barrera energética que ha de superarse desde el nivel de reactivos para
alcanzar el estado de transicion. El alto poder catalitico de las enzimas se debe
en parte a su alta especificidad por los sustratos, la cual puede ser absoluta
para un unico sustrato o relativa, cuando permite la reaccion de compuestos

diferentes pero con una estructura similar.

Tabla 1.4. Descomposicion enzimatica del agua oxigenada,
comparacion de las energias de activacion para la
descomposicion del peroxido de hidrogeno, en ausencia o
presencia de un catalizador.
(www.itescam.edu.mx/principal/sylabus/fpdb/recursos/r52038.PDF)

Temperatura Energia

Reaccion Catalizador (°C) (Kcal/mol)
D .. Ninguno 20 18
escomposicion 2+
de H20o e > -

Catalasa 22 1,7
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Se han propuesto numerosos modelos para explicar la selectividad de
las enzimas para un determinado sustrato. El modelo de "llave-cerradura"
[32] ofrece una vision rigida de las enzimas y ha sido superado por el
modelo de "acoplamiento o encaje inducido" [32, 33], por el cual el sustrato
induce la orientacién de los residuos en el centro activo para que se unan al
centro de fijacion y se desarrolle la reaccion. La selectividad de las enzimas
es la base de sus aplicaciones en Sintesis Organica, que permite llevar a cabo,
por ejemplo, transformaciones muy selectivas con estructuras quirales y

polifuncionales.

3) Las enzimas pueden ser objeto de regulacién; es decir, su actividad
catalitica puede estar determinada por la concentraciéon de sustratos,
productos y otras sustancias quimicas presentes en el medio; las cuales

pueden producir, tanto su activaciéon como su inhibicion.

4) Las enzimas se degradan en condiciones relativamente suaves, por lo
que requieren una manipulacion mas delicada que los catalizadores
quimicos. Las enzimas se pueden desnaturalizar por diversos mecanismos
como: la accién de proteasas, presentes como agentes contaminantes en las
preparaciones enzimaticas; los cambios bruscos de las condiciones del medio
que pueden alterar la conformacion enzimatica; las contaminaciones

microbianas; los procesos de autooxidacion, etc.

Algunos de los principales inconvenientes que presentan los procesos
catalizados por enzimas (la inestabilidad, el precio elevado y la
especificidad respecto a sustrato) se han podido superar mediante

diferentes procedimientos como:

a) Transformacién estereoselectiva de algunos sustratos, que conduce a

la obtenciéon de intermedios o productos de gran interés en Sintesis Organica.

b) El desarrollo de técnicas (como la inmovilizacién enzimatica) que
permiten mejorar la estabilidad de las enzimas y facilitar su posterior

recuperacion y reutilizacion [34-36], siendo posible la utilizaciéon de estas
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enzimas como biocatalizadores en procesos industriales.

c) Los avances en Biologia Molecular y las nuevas tecnologias del ADN
recombinante han permitido la manipulacion del material genético, el
aislamiento de genes y su expresion con el fin de obtener determinadas
enzimas en grandes cantidades [37-39]. Estas técnicas han permitido abaratar
notablemente el precio de las enzimas y modificar selectivamente algunas

propiedades enzimaticas.

d) La limitacion debida a la insolubilidad de determinados sustratos en
agua, que impedia el desarrollo de las reacciones enzimaticas, ha sido
superada mediante la utilizacién de sistemas bifasicos [40] o la adicion de
pequenas concentraciones de cosolventes organicos (etilenglicol, glicerol o
dimetilsulfoxido), sin alterar las propiedades y caracteristicas del

biocatalizador [41,42].

1.4.2
EVOLUCION HISTORICA

La denominacién de enzima ("en la levadura") no se emple6 hasta 1877,
pero mucho antes ya se sospechaba que ciertos catalizadores biolégicos
intervenian en la fermentaciéon del aztcar para formar etanol, de ahi el nombre
inicial de fermentos. La primera teoria general sobre la catalisis quimica fue
publicada en 1835 por J.J. Berzelius, el cual incluia en su articulo un
ejemplo de lo que ahora se conoce como enzima, la diastasa de malta, y
senalaba que la hidrélisis del almidon catalizada por la diastasa era mas
eficaz que la catalizada por acido sulfuirico. Luis Pasteur en 1860 reconoci6
que la fermentacién era catalizada por enzimas y en 1897 E. Buchner
consiguio extraer de las células de la levadura las enzimas que catalizan la
fermentacion alcohdlica. Sin embargo, fue en 1926 cuando J.B. Summer

aislé por primera vez una enzima en forma cristalina; se trataba de una
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ureasa aislada de extractos de la alubia Cannavalia enzyformis. Summer
observo que estos cristales estaban constituidos por estructuras proteicas y
llegd a la conclusiéon de que las enzimas eran proteinas. No obstante, sus
puntos de vista no fueron aceptados hasta que Northrop, entre 1930 y 1936,

aislo la pepsina, tripsina y quimotripsina cristalizadas [43].

1.4.3
CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

Las enzimas se han clasificado sistematicamente en seis clases
principales [43], cada una de las cuales se divide a su vez en subclases, de

acuerdo con el tipo de reaccion catalizada por cada una de ellas (Tabla 1.5).

Las enzimas objeto de estudio en la presente tesis doctoral son varias
lipasas que vienen definidas por el numero E.C. 3.1.1.3, donde E.C. son las
abreviaturas de Comisiéon de Enzimas, la primera cifra «3» representa el
nombre de la clase (hidrolasa), la segunda cifra «1» representa a la subclase
(enlace que hidroliza, esterasa), la tercera cifra «1» a la sub-subclase (esterasa
que reconoce ésteres del glicerol) y la cuarta cifra «3» designa a la

glicerol-éster-hidrolasa de acidos de cadena larga.
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1.5. Clasificacion
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internacional de enzimas

(denominaciéon de clases, nimeros de codigo y tipos de
reacciones) [43].

1.

OXIDO REDUCTASAS

(Reacciones de 6xido-

1.1- Acttan sobre alcoholes >-OH
1.2- Actaan sobre cetonas >C=0

1.3- Acttian sobre alquenos >C=CH

reduccién) 1.4- Acttian sobre grupos amino —NH,
1.5- Acttian sobre grupos imino =NH
2.1- Grupos de un atomo de C
2 TRANSFERASAS 2.2- Grupos carbonilo
(Transferencia de grupos  2.3- Grupos glucosilo
funcionales) 2 4- Grupos fosfato
2.5- Grupos que contienen azufre
3.1- Esteres
3.2- Enlaces glucosidicos
3. HIDROLASAS

(Reacciones de hidrélisis)

3.3- Enlaces peptidicos
3.4- Otros enlaces C-N

3.5- Anhidridos de acido

4. LIASAS 4.1->C=C<

(Adicion a dobles 42->C=0

enlaces) 43 >C=N-
5. ISOMERASAS

(Reacciones de 5.1- Racemasas

isomerizacion)

6.1- Entre atomosde Cy O

6. LIGASAS

(Formacion de enlaces
con escision de ATP)

6.2- Entre atomosde Cy S
6.3- Entre atomos de Cy N

6.4- Entre atomosde Cy C
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1.4.4
CATALISIS ENZIMATICA EN DISOLVENTES
ORGANICOS

Durante los ultimos anos el empleo de biocatalizadores en sintesis
organica se ha convertido en una alternativa muy atractiva respecto a los
métodos quimicos convencionales [44]|. En efecto, las enzimas incorporan a
menudo una alta quimio, regio, y enantioselectividad que las convierte en
valiosos catalizadores en el campo de la Quimica Fina. Ademas, las reacciones
catalizadas por enzimas normalmente se llevan a cabo en condiciones suaves
(temperatura ambiente y pH neutro), las velocidades de reaccién aumentan
notablemente, y son menos peligrosas, contaminantes y consumen menos

energia que las metodologias quimicas convencionales.

El tremendo potencial de las enzimas como catalizadores esta
ampliamente reconocido; sin embargo, cuando su empleo se restringe a su
medio natural acuoso, su utilidad y alcance esta limitado por una serie de
consideraciones. Asi, la mayoria de los compuestos organicos son insolubles
en agua, pudiendo tener lugar reacciones colaterales no deseadas, el equilibrio
termodinamico de muchos procesos es desfavorable en agua, y la recuperacion
de los productos es compleja, ya que el agua es un disolvente dificil de

eliminar por su alto punto de ebullicion y calor de vaporizacion.

En principio, muchos de los problemas se resuelven usando disolventes
organicos en lugar de agua como medio de reaccion. A primera vista tal
sustitucion pareceria imposible debido a la idea convencional de que las
enzimas (en general las proteinas) se desnaturalizan (pierden su estructura
nativa y su actividad catalitica) en disolventes organicos. Sin embargo, esta
nocion proviene de examinar a las enzimas en mezclas de aguas con
disolventes organicos y no en disolventes organicos puros. Las proteinas
tienden a desnaturalizarse en las mezclas de agua con disolventes organicos
porque tienen suficiente flexibilidad conformacional para ello; sin embargo, en
presencia de disolventes organicos “secos” (en ausencia de agua, que actua

como lubricante molecular), donde su tendencia a desnaturalizarse es mayor,
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las enzimas se mantienen muy rigidas al carecer de la flexibilidad necesaria
para poder hacerlo [45]. Por ello, la conformacién nativa de las enzimas se
retiene en gran medida en disolventes organicos, de modo que muchas
enzimas son capaces de catalizar reacciones en medios no acuosos [46], como
ha quedado bien demostrado, durante los tltimos 20 anos, ya que la utilidad

tecnologica de las enzimas se puede aumentar de forma espectacular [47].

Las transformaciones biocatalizadas en disolventes organicos ofrecen,

entre otras, las siguientes ventajas [48]:

1) Posibilidad de efectuar la catalisis de reacciones que son desfavorables en
agua.

2) Supresion de reacciones colaterales inducidas por el agua, como la
hidrolisis de determinados grupos capaces de sufrirla, al emplear un medio
organico.

3) Solubilizaciéon de determinados compuestos hidrofébicos (insolubles en
agua) en medios organicos y su aplicacion como sustratos en procesos
enzimaticos.

4) Recuperacion mas facil de muchos productos debido a que no es necesaria
una etapa de extraccion en el proceso general de la reaccién.

5) Recuperaciéon mas facil de los biocatalizadores, al ser insolubles en
disolventes organicos (tanto en forma libre como inmovilizada), mediante una
simple filtracién, permitiéndose en muchos casos su reutilizacion y reciclado.
6) Incremento de la termoestabilidad del biocatalizador, al menos mientras el
contenido en agua se mantenga suficientemente bajo.

7) La selectividad enzimatica puede verse afectada de forma importante, e

incluso cambiar segun el disolvente empleado.
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1.4.4.1
ESTRUCTURA ENZIMATICA Y ESTABILIDAD EN
DISOLVENTES ORGANICOS

Se pueden distinguir dos tipos de inestabilidad enzimatica de origen
térmico. El primer tipo consiste en la pérdida gradual e irreversible de la
actividad al degradarse la estructura primaria, al someter las enzimas a altas
temperaturas. El segundo proviene de la pérdida de la estructura superior,
cataliticamente activa, por el desplegamiento cooperativo de las
macromoléculas enzimaticas, inducido por el calor. El agua es el principal
responsable de ambos tipos de desactivacion, ya que promueve la movilidad
conformacional de las proteinas asi como los diversos procesos degradativos
[49]. Por tanto, cabria esperar que las enzimas fueran mas termoestables en
disolventes organicos que en agua. Esta prediccion se ha demostrado
experimentalmente con ejemplos como el de la lipasa pancreatica de cerdo
(PPL), que tiene una vida media da varias horas a 100 °C en disolventes
anhidros, cuando en agua se desactivaria en unos segundos a esa
temperatura [50]. La vida media de la enzima en un disolvente organico

decrece bruscamente cuando se aumenta el contenido en agua.

Diversos trabajos, demuestran efectivamente que las enzimas son muy
termoestables en disolventes organicos anhidros debido a la rigidez
conformacional en el estado deshidratado y a la ausencia de las principales
reacciones covalentes responsables de la inactivacion térmica irreversible de
las enzimas en disolucién acuosa (hidrdlisis de enlaces peptidicos,
desamidaciones de residuos de Asn/Glu, intercambios de puentes disulfuro,

B-eliminaciones en residuos de cisteina) [51].

Una de las formas tipicas en las que se emplean las enzimas en medios
no acuosos es como solidos liofilizados. Se han llevado a cabo estudios
mediante espectroscopia FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) que
demuestran que la liofilizacion, que implica una deshidratacién, provoca

cambios reversibles en la estructura secundaria de las proteinas
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produciéndose un incremento en el contenido en laminas B y un descenso en
el de o-hélices [52]. Es importante tener en cuenta estos cambios producidos
en la estructura secundaria a la hora de estudiar las diferencias en la

actividad catalitica de las enzimas en agua frente a los disolventes organicos.

La integridad estructural de proteinas liofilizadas ha sido estudiada
también por RMN en medio no acuoso [53] poniéndose de manifiesto que
ciertos disolventes como el acetonitrilo, tetrahidrofurano, acetato de etilo o
butanol no afectan a la proteina (no causan desnaturalizaciéon, aparte de la ya

producida durante el proceso de liofilizacion).

1.4.4.2
ACTIVIDAD ENZIMATICA EN DISOLVENTES
ORGANICOS

La actividad enzimatica en los disolventes organicos depende en gran
medida de factores tales como la actividad termodinamica del agua [54-57], la
solvatacion del sustrato y el producto en el disolvente empleado, el control del

pH, la forma enzimatica y la naturaleza del disolvente.

1.4.4.2.1
VALORES DE pH Y SU CONTROL. EFECTO
MEMORIA

El estado de protonacion de los distintos grupos ionizables de una
enzima es importante para la actividad enzimatica, tanto en medios acuosos

como en un disolvente organico. En agua, la ionizacién se puede controlar
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mediante ajustes de pH, pero en medio organico la situacion es mas
complicada, de hecho, en disoluciones no acuosas el concepto de pH no tiene
un claro sentido [59]. Lo que si se ha demostrado es que en los disolventes
organicos las enzimas tienen “memoria de pH”, de modo que su actividad
catalitica refleja el pH de la solucion acuosa de la cual fueron recuperadas
(mediante liofilizacion o precipitacion). Este fenomeno se debe a que los grupos
ionizables de la proteina retienen su ultimo estado de ionizacién en el proceso
de deshidratacion (o precipitacion) y el subsiguiente emplazamiento en los
disolventes organicos (de ahi que se emplee el término “memoria”).
Consecuentemente, la actividad enzimatica en los disolventes organicos se
puede mejorar mucho si la enzima se liofiliza (o precipita) a partir de su

solucion acuosa al pH é6ptimo para la catalisis.

1.4.4.2.2
FORMA ENZIMATICA

Las proteinas, si no reciben ningan tratamiento especial, son
practicamente insolubles en la mayoria de los disolventes organicos,
incluyendo sistemas anhidros y aquellos con un porcentaje pequefio de agua
disuelta. Por tanto, las enzimas suelen estar presentes en los disolventes
organicos como suspensiones bifasicas sélido-liquido, lo cual simplifica la
separacion del producto-biocatalizador y la reutilizacion de la enzima. A
continuacion, se tratan las distintas formas en las que se puede emplear una

enzima para biocatalizar procesos en medio no acuoso:
(a) En polvo.
La manera mas simple de preparar un biocatalizador para su uso en un

disolvente organico y, al mismo tiempo, ajustar los parametros clave como el

pH, es mediante la liofilizacion o precipitacion de las correspondientes
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soluciones acuosas (por ejemplo por adicion de acetona). Sin embargo, estas
preparaciones pueden dar lugar a limitaciones por difusion o impedir la
interaccion enzima-sustrato debido al apilamiento proteina-proteina. Para
evitar este inconveniente se recomienda la utilizacién de particulas pequenas
de enzima obtenidas por sonicacién, asi como la agitacion vigorosa durante la

reaccion.

La liofilizacion es un proceso fisicoquimico, resultado de una
congelaciéon seguida de una sublimacion y desorcion [60]. Los cambios
estructurales que se producen durante la liofilizacion de una enzima reducen
su actividad catalitica en medio organico respecto al agua. Estos cambios son
reversibles si la enzima liofilizada se vuelve a disolver en medio acuoso, pero
no lo son (debido a la rigidez conformacional) si la enzima se suspende en
disolventes organicos. Este efecto no deseado de desnaturalizacion parcial de
la enzima puede minimizarse o incluso prevenirse si se lleva a cabo la
liofilizacion de la misma en presencia de ciertos excipientes o aditivos
(organicos e inorganicos). Dichos excipientes promueven la activacion de la

enzima a través de diversos mecanismos [61].

(b) Inmovilizada.

La inmovilizacion reduce las limitaciones por difusién que presentan las
enzimas suspendidas en disolventes organicos. Cuando la enzima esta
dispersa sobre la superficie del soporte solido, el acceso a las moléculas
individuales de la proteina se mejora, a la vez que se reduce la agregacion de
las particulas de proteina. Ademas, las enzimas, como las lipasas, que
funcionan optimamente en interfases se benefician del aumento de la

superficie interfacial que conlleva la inmovilizacién de la proteina.

La adsorciéon de una enzima en un soporte macroscopico es la manera
mas sencilla y antigua de inmovilizar proteinas. Las fuerzas que intervienen en
el proceso de adsorcion son de distinta naturaleza (Van der Waals,
interacciones electrostaticas y enlaces de hidrégeno), y relativamente débiles,

por lo cual, las pérdidas de actividad enzimatica generalmente son leves.
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Ademas, la desorcion de la proteina del soporte no puede ocurrir en
disolventes no polares donde la proteina es totalmente insoluble.

El enlace covalente de una enzima a un soporte macroscopico da lugar
a la formacion de enlaces quimicos estables entre ambos, lo cual evita
completamente su separacion aunque el biocatalizador se encuentre en agua.
En muchas ocasiones, se requieren condiciones relativamente drasticas para
llevar a cabo la inmovilizacion lo que da lugar a pérdidas de actividad
inevitables (en torno al 50% respecto a la enzima nativa). Los grupos
funcionales de la enzima implicados en la union covalente son nucleofilos
(grupos N-terminales y e-amino de residuos de lisina, grupos carboxilo,

hidroxilo, tiol y fenolicos).

El uso de enzimas en forma de cristales entrecruzados (cross-linked
enzyme crystals, CLEC) es otra alternativa posible para la biocatalisis en
disolventes organicos. Basicamente se trata de microcristales de enzima que
son entrecruzados covalentemente (usualmente con glutaraldehido). Se trata
de preparaciones muy robustas y estables a altas temperaturas en medio
acuoso (donde tampoco son solubles). Ademas, las enzimas en forma CLEC
son resistentes a la protedlisis, ya que las proteasas no penetran la matriz del
cristal. Actualmente existen enzimas preparadas como CLEC disponibles

comercialmente [62].

(c) Soluble

Para minimizar las limitaciones por difusion y maximizar las
interacciones entre la enzima y el sustrato, se han empleado distintas
estrategias para solubilizar los biocatalizadores en disolventes organicos. El
método mas conocido se basa en enlazar covalentemente el polimero
polietilenglicol a las macromoléculas de enzima [63]. Los complejos asi
preparados dan lugar a soluciones transparentes, al emplearlos disueltos en

diferentes disolventes organicos [64].
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1.4.4.3
SELECTIVIDAD ENZIMATICA EN DISOLVENTES
ORGANICOS. INGENIERIA DEL MEDIO

La selectividad es una de las principales propiedades de la catalisis
enzimatica y es intrinseca de la enzima. Para alterar la selectividad debe
modificarse la molécula de enzima, por ejemplo mediante mutagénesis
dirigida. Este concepto es correcto al referirse a una enzima que actue en
agua, pero deja de tener validez (en sentido parcial) si el proceso enzimatico se
lleva a cabo en disolventes organicos. De hecho, hay bastantes ejemplos en los
que los distintos tipos de selectividad enzimatica se modifican al pasar de un
disolvente organico a otro, como la selectividad de sustrato, enantiomeria,

proquiral y la quimio- y regioselectividades [65].

El término “ingenieria del medio” se refiere a esta posibilidad de
modificar las propiedades de una enzima determinada mediante un simple
cambio de la naturaleza del disolvente en el que la reaccion tiene lugar. El
amplio abanico de disolventes organicos con distintas propiedades
fisicoquimicas, como el momento bipolar, solubilidad, punto de ebullicién,
constante dieléctrica, cadena lineal o ciclica, etc, permite llevar a cabo estas

modificaciones en la naturaleza del medio de manera sencilla.

Los datos descritos disponibles muestran que, para modificar o mejorar
la selectividad enzimatica, la ingenieria del medio representa una alternativa,
o al menos, un complemento ttil a la ingenieria de proteinas o a la laboriosa
busqueda de nuevos biocatalizadores. En general, se han planteado distintas
hipotesis para justificar este fenomeno [66]. Por ejemplo, el disolvente en
funcion de su polaridad podria modificar la conformacion de la enzima en
cierto grado y por tanto, influir en la selectividad al alterar el proceso de
reconocimiento molecular entre la enzima y el sustrato. Otra hipotesis se basa
en el hecho de que la selectividad depende de la energética de la solvatacion
del sustrato. Finalmente, hay modelos que afirman que las moléculas del

disolvente podrian unirse al centro activo y, dependiendo de su estructura,
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interferir con la asociacién o transformacion de, por ejemplo, un enantiomero

mas que otro.

1.4.5
INMOVILIZACION DE ENZIMAS

En los ultimos anos la biotecnologia ha experimentado grandes avances
y, paralelamente, sus aplicaciones industriales en la obtencion de productos
quimicos, alimentos y farmacos. Los procesos catalizados por enzimas en la
industria son cada dia mas numerosos, ya que presentan una serie de
ventajas frente a los catalizadores convencionales no biolégicos, como son,
una gran actividad catalitica, y especificidad de sustrato, y una alta actividad
a temperatura ambiente y presion atmosférica. A pesar de estas claras
ventajas, el empleo de las enzimas no se ha generalizado en los procesos
quimicos industriales debido a que la mayoria de ellas no son estables en las
condiciones de trabajo, y al ser solubles en agua su separacion de los
sustratos y productos es dificil, y por tanto no se pueden reutilizar. La
inmovilizaciéon de las enzimas permite en muchos casos superar estos
inconvenientes, permitiendo que el proceso biotecnolégico sea competitivo y

econémicamente rentable.

Inicialmente se consideré la inmovilizaciéon de enzimas a aquel proceso
en el que se confina o localiza a la enzima en una region definida del espacio,
para dar lugar a formas insolubles que retienen su actividad catalitica y que
pueden ser reutilizadas repetidamente [67]. Posteriormente, esta definicion se
ha ampliado a aquel proceso por el cual se restringen, completa o
parcialmente, los grados de libertad de movimiento de las enzimas, organulos,

células, etc. por su union a un soporte [68].

En general, el empleo de enzimas inmovilizadas presenta una serie de
ventajas con respecto a la utilizaciéon de enzimas en disolucion, ya que, no solo

mejoran de forma muy importante la economia del proceso, al poderse
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reutilizar las enzimas, sino que también facilitan su manejo en los sistemas de

reactores industriales. Asi, de forma resumida se pueden destacar [69]:

Posibilidad de adicion y extraccion de la mezcla reaccionante.
Aumento de la actividad de la enzima, en muchos casos.
Estabilidad a mayores intervalos de pH.

Utilizaciéon de reactores enzimaticos de facil manejo y control,
adaptado a la aplicacion de la enzima inmovilizada. Estos
sistemas de reactores permiten el empleo de cargas elevadas de
enzimas, que mantienen su actividad durante mas tiempo, y el
reciclado, que posibilita la obtencion de productos con mayor
pureza.

Reutilizacion de la enzima.

Posibilidad de trabajar a temperaturas mas elevadas debido a la
estabilizacion, con lo que se aumenta la velocidad de reaccion y

se evita la contaminacion microbiana.

En lo que se refiere a las desventajas inherentes al empleo de las

enzimas inmovilizadas, aparte de la dificultad intrinseca para mantenerlas

activas, respecto a su empleo en disoluciéon, en forma libre, podemos destacar:

La alteracion de la conformacion de la enzima respecto de su
estado nativo puede influir de forma negativa.

La disminucion de la productividad por unidad de peso o
volumen. Esto es debido a que, en general, menos del 5 % de un
sistema de enzima inmovilizada esta constituido por la propia
enzima, siendo el resto soporte inerte.

La necesidad de utilizar soportes con un gran poder de adsorcion,
es decir, con una elevada superficie especifica y alto namero de
centros activos superficiales, normalmente acidos, sobre los que
provocar la inmovilizacion. De ahi que, sea necesario desarrollar
métodos mas eficientes de inmovilizacion para reducir las
limitaciones de las técnicas actualmente disponibles y para

promover el empleo de las enzimas como catalizadores
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suficientemente econémicos para su aplicaciéon, tanto a escala

preparativa como a escala industrial.

A lo largo de las tres ultimas décadas se han descrito diferentes
métodos de inmovilizaciéon, sobre distintas estructuras insolubles que actuan
como soportes. Asi, existen numerosos métodos para conseguir la fijacién de
las enzimas a los soportes [70]. Como procedimientos de inmovilizacién mas

caracteristicos [71], podemos destacar:

A) RETENCION FISICA

A.1. Atrapamiento

Consiste en la retencion fisica de la enzima en las cavidades interiores
de una matriz sélida porosa constituida generalmente por prepolimeros
fotoentrecruzables o polimeros del tipo poliacrilamida, colageno, alginato,
carraginato o resinas de poliuretano. El proceso de inmovilizacion se lleva a
cabo mediante la suspension de la enzima en una solucién del monoémero y la
polimerizaciéon por un cambio de temperatura o adicion de un reactivo
quimico. El atrapamiento puede ser en geles o fibras. En el primer caso la
enzima queda atrapada en el interior de un gel, mientras que en el segundo la
enzima se encuentra ocluida dentro de las microcavidades de una fibra
sintética. Una ventaja adicional es que la enzima no sufre ninguna alteracion
en su estructura; sin embargo, el atrapamiento requiere un control riguroso
de las condiciones de polimerizaciéon, asi como la comprobacion de que la

naturaleza quimica del proceso no altera los grupos reactivos de la proteina.

A.2. Inclusion en membranas

Se puede dividir en dos tipos:

(a) Microencapsulacion

En esta técnica las enzimas estan rodeadas de membranas
semipermeables que permiten el paso de moléculas del sustrato y producto,
pero no de la enzima. Estas membranas semipermeables pueden ser

permanentes o no permanentes. Las microcapsulas pueden ser esféricas
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(poros de 1-100 pm ). Mediante este método se pueden encapsular
simultaneamente una gran variedad de enzimas, células o biomoléculas,
permitiendo que se lleven a cabo determinadas reacciones que suceden en

maultiples pasos.

(b) Reactores de membrana.

El desarrollo de reactores o sistemas que contengan enzimas atrapadas
ha despertado gran interés. Estos reactores emplean membranas permeables
al producto final, permeables o no al sustrato inicial e impermeables a la
enzima. Mediante una bomba se establece un flujo liquido de sustrato que
atraviesa el reactor. En general, en esta metodologia, se procede inicialmente a
la adsorcion de la enzima sobre la membrana que formara el reactor. Esta
adsorcion se puede realizar de dos formas: mediante el paso de una solucion
tamponada de enzima a través de la membrana y por contacto continuo de

una solucién de enzima con la membrana.

B) RETENCION QUIMICA A UN SOPORTE.

Son los métodos de inmovilizacion mas utilizados y de los que se
dispone de una mayor informacién. La eleccion del soporte y del tipo de enlace
resultan determinantes en el comportamiento posterior del biocatalizador.
Se debe procurar que la inmovilizaciéon incremente la afinidad por el sustrato,
disminuya la inhibicion, amplie el intervalo de pH 6ptimo y reduzca las
posibles contaminaciones. Ademas, el soporte debe tener resistencia mecanica
a las condiciones de operacion del reactor y ser facilmente separable para la

posterior reutilizaciéon. Asi, los principales métodos son:

B.1. Unién de la enzima a la superficie del soporte por adsorcion fisica.

La adsorcién fisica fue la primera forma de inmovilizacion utilizada, ya
que se basa en el mismo método empleado para la purificacion de las enzimas.
Estas se adsorben sobre carbén, caolinita u otro soporte inorganico, celulosas
i6bnicas, o diversas resinas organicas de intercambio i6nico, y se comprueba

que, en mayor o menor medida, mantienen actividad enzimatica. Esta técnica
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es la mas facil de efectuar, apenas produce desactivacion y permite regenerar
el soporte con enzimas frescas pero, en teoria, es la menos efectiva, ya que las
enzimas, al no estar unidas con suficiente fuerza, se solubilizan muy
facilmente. No obstante, las primeras aplicaciones industriales de las enzimas

se han basado en estos procedimientos [72].

En efecto, la primera aplicacion industrial de las enzimas data del ano
1969, en el que la compania Tanabe Seiyaku incorpora por adsorcién la
enzima penicilina-G acilasa, o aminoacilasa (N-acilaminoacido hidrolasa, EC
3.5.1.14), procedente del Aspergillus orizae, a una resina DEAE-Sephadex, y la
utiliza en la resolucion de mezclas racémicas de aminoacidos, obtenidos por
sintesis quimica. La producciéon actual de L-aminoacidos, empleando este

método, se cifra en mas de 100.000 Tm anuales.

B.2. Encapsulamiento de la enzima en el reticulo poroso de un polimero

orgdnico o de un material inorgdnico, generalmente de tipo zeolitico.

La encapsulacion de las enzimas, se puede llevar a cabo mediante dos

procedimientos muy generales:

(a) Polimerizacion de un monémero organico, en un medio en el que se
encuentran disueltas las enzimas (células o microorganismos) al que se
adicionan iniciadores de la polimerizacién, por ejemplo acrilamida, o
1,6-hexametilendiamina y el cloruro del acido hexanodioico, para producir,

poliacrilamida o nylon 6.

De hecho, la resolucién de mezclas racémicas de aminoacidos se sigue
efectuando en diversas empresas con la misma enzima penicilina-G acilasa,
pero atrapada en geles de poliacrilamida. Estos geles se preparan por
diferentes tratamientos fisicos de los polimeros ya formados. También se
emplea el alginato de calcio, que se obtiene al gelificar el alginato de sodio en
disoluciones de hidréxido de calcio, reteniendo las enzimas también en

disolucion.
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(b) Precipitacion de un gel, puramente inorganico, en un medio en el que se
encuentra disuelta la enzima. Asi, se emplean diversos organosilanos, que por
hidroélisis generan SiO2 que, una vez "atrapadas", pueden incorporar diversas
enzimas, por ejemplo lipasas [73]. En este sentido se observa un interés
creciente sobre la preparacion de materiales inorganicos de porosidad
controlada, mas sofisticados, como pueden ser los tamices moleculares
mesoporosos, tipo MCM-41. A éstos se pueden incorporar, por ejemplo,

enzimas hidroliticas: papaina y tripsina [74] o lipasas [75].

En general, los preparados enzimaticos, asi obtenidos, suelen
experimentar procesos de control de difusion por parte de los reactivos, ya que
los reticulos, organicos o inorganicos, dificultan el acceso de aquéllos a los
centros activos de las enzimas. Otro inconveniente es la imposibilidad de

regenerar el preparado, por adicién de enzimas "frescas".

B.3. Entrecruzamiento o reticulacion de la enzima con reactivos
bifuncionales, generando micro cristales que permiten una cierta

heterogeneizacién del proceso.

El entrecruzamiento o reticulacion de la enzima con reactivos
bifuncionales (CLEC), se basa en emplear las enzimas cristalizadas y
reticuladas con reactivos como el glutaraldehido que, formando enlaces
iminicos con los restos g-amino de las lisinas, mantienen estabilizados los
cristales, mejorando no so6lo su facilidad de manejo, sino aumentando de
forma muy importante su actividad catalitica y estabilidad frente a la
temperatura, disolventes y otros agentes desnaturalizantes de las proteinas.
Asi, la termolisina, en CLEC, se ha aplicado con éxito a la produccion
industrial del edulcorante "aspartamo", trabajando a 55 °C, en acetato de etilo

como disolvente [76].

Al igual que las enzimas inmovilizadas, los CLECs son insolubles en
cualquier disolvente, por lo que se pueden recuperar, aumentan su
estabilidad, y ademas poseen una mayor actividad por unidad de peso y/o
volumen, ya que no contienen ningin soporte. Asi, se ha descrito también la

aplicacion de lipasas CLEC en resoluciones de mezclas de enantiomeros, para
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la obtencion de antiinflamatorios no esteroidales: cetoprofeno, ibuprofeno y
fluorbiprofeno [77]. Esta metodologia, presenta claras ventajas (se encuentran
disponibles comercialmente cinco enzimas CLEC: la penicilinacilasa, dos
lipasas y dos proteasas), pero también, algunos problemas relativos al control
de difusién, menor resistencia mecanica que las enzimas inmovilizadas, y
sobre todo, que parece, en principio, inaplicable a las enzimas de mayor
precio, ya que todo el "sélido" catalitico esta formado por enzimas purificadas

y cristalizadas.

B.4. Formacién de un enlace covalente entre la enzima y el soporte.

La formacién de un enlace covalente entre la enzima y el soporte
supone, en principio, el método "ideal" para unir la enzima a un soporte, ya
que, de darse una serie de condiciones, sera el que mejor optimice la alta
selectividad de las reacciones enzimaticas con las propiedades quimicas y
mecanicas del soporte, Asi, las enzimas se fijan al soporte en su superficie, de
forma aislada unas de otras, por lo que cada macromolécula enzimatica puede
actuar de forma individual, sin ninguna interferencia con las restantes, lo que
le confiere la maxima eficiencia catalitica por unidad de peso de enzima y una
importante reduccion de las limitaciones debidas a la transferencia de masa,
que es un inconveniente asociado a los restantes métodos de inmovilizacién.
Este "aislamiento" les confiere ademas mayor resistencia a la desactivacién en
condiciones extremas de funcionamiento, pH, temperatura, etc., pudiéndose,
ademas, almacenar durante largo tiempo sin perder su actividad, pues ésta se

produce muchas veces como consecuencia de interacciones interenzimaticas.

La aplicacion de un método de inmovilizaciéon por unién covalente
conlleva efectuar un tratamiento de activacion de los grupos quimicos
superficiales del soporte, para que sea posible la reaccion de éstos con los
grupos nucledfilos de las proteinas. La activacion debe realizarse en
condiciones drasticas, incompatibles con la estabilidad de las enzimas, por lo
que la inmovilizacion se ha de efectuar una vez que el soporte ha sido
activado. Ademas, la eleccion del soporte es un aspecto primordial, ya que
debe conciliar la facilidad para poder introducir en su superficie un elevado

numero de grupos funcionales (capaces de reaccionar con determinados restos
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nucleofilos de la cadena polipeptidica de la enzima) con sus propiedades

quimico-fisicas y mecanicas.

A este respecto, la principal discriminacion se produce al elegir entre un
soporte inorganico (vidrios porosos, silice, alimina, etc.,) o un polimero
organico, tipo poliestireno. En el primer caso tendremos mayores ventajas,
respecto a su resistencia mecanica, frente al uso de disolventes organicos,
etc., pero las dificultades para efectuar la inmovilizacion seran
comparativamente mucho mayores, ya que es mucho mas facil conseguir la

funcionalizacion de un polimero, que la de un sé6lido inorganico.

En el primer caso servira una resina tipo Merrifield, un poliestireno
entrecruzado con divinilbenceno y con un determinado porcentaje de
monoémeros funcionalizados [78], como por ejemplo la p-vinil-bencilamina [79].
Un soporte de este tipo es poco resistente a los disolventes organicos, ya que
se deforma (se "hincha"), y a las temperaturas elevadas. Sus mejores
resultados se consiguen en disoluciones acuosas y a temperaturas bajas
0o no superiores al ambiente. No obstante, se han inmovilizado diversas
proteasas sobre polimeros de este tipo, funcionalizados con Ar-CH2-Cl, -SOs-

6 -COOH, [80].

En la actualidad, el método mas habitual para efectuar la activaciéon de
un soporte inorganico pasa por la "silanizacion" de los grupos hidroxilos
superficiales, con un organosilano. Esto puede efectuarse por diversos
métodos [81] (sol-gel, preactivacién con cloro, postmodificacion, etc.), pero el
mas habitual consiste en insertar una cadena hidrocarbonada (grafting), que
contiene el grupo funcional con el que se efectuara la interaccion con un

determinado tipo de residuos de la enzima.

La reaccion de activacion empleada en el proceso de inmovilizacion
dependera tanto del tipo de soporte o matriz sélida empleada, como del tipo de
enzima a inmovilizar, a fin de no comprometer ningan residuo que forme parte
de los centros activos. Por ello, un gran numero de métodos se basan en la

union de los grupos hidroxilos superficiales del soporte, previamente

activados, con grupos €-NH; de lisinas de la proteina enzimatica, para la
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formacién de un enlace iminico, toda vez que estos restos no forman parte de
los centros activos de las enzimas mas habituales [82]. Asi, soportes como la
silice, la alimina o el cristal poroso, previamente funcionalizados con grupos
amino por activacion con Y-aminopropil-trietoxisilano (Figura 1.11), se han
utilizado en la inmovilizacién de enzimas por sus excelentes propiedades
mecanicas [83]. En muchos casos la introduccion del grupo aldehido se
efectia uniendo glutaraldehido al soporte, previamente activado por

silanizacion de los grupos hidroxilo superficiales [68, 84].

La tosilacion se ha empleado en soportes como la agarosa, la sefarosa
u otros polisacaridos, obteniéndose enzimas inmovilizadas que muestran
mayor actividad que las libres [85], aunque las deficientes propiedades
mecanicas de tales soportes dificultan el propio proceso de inmovilizacién [86].
No obstante, la utilizacién de grupos aldehidicos superficiales, para fijar
enzimas mediante enlace covalente a los correspondientes soportes, es una de

las técnicas mas ampliamente descritas en la bibliografia [87].

Asi, por ejemplo, una patente espanola [88], describe un método que
emplea glicidol como activante, obteniéndose los grupos carbonilo a partir de
la oxidacion, con peryodato de los grupos hidroxilo vecinales formados [89],

como se recoge en la Figura 1.12.
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1°.- Silanizacion de un soporte inorganico: ‘
(‘)

O-C,H .
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2°.- Activacion del soporte silanizado con glutaraldehido:
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3°.- Inmovilizacion covalente de la enzima, a traves de un resto -NH2 de lisina:

b

+ii(CH2)3—N—CH-(CH2)3-C\ HoN-Enzima
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o— Si—(CH2)3-NCH-(CH2)3-{>
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— O—Si—(CHy);-N=CH~(CH,)-CH=N-Enzima
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Figura 1.11. Inmovilizacion covalente de enzimas en soportes
inorganicos silanizados [83].
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/ /
/}—OH + CH,-CH-CHyOH —> / O—CH2—C‘H—CH2—OH + Hy0
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// O-CH,-CH-CH,-OH + Nal0, —» // 0-CH,- /O
7 2 2 4 g 2 C\H

OH

0
/ Vi / .
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? — O-CH,-CH=N-Enzima + NaBH, "/ }—0-CH,,-CH,-NH-Enzima

Figura 1.12. Activacion de soélidos, por el método del glicidol,
para la inmovilizacion covalente de enzimas [88,89].

En cualquier caso, todos estos métodos pasan por la formacion de un
enlace iminico entre un grupo aldehido alifatico y los grupos &-NH, de las
lisinas. Sin embargo, de acuerdo con los resultados que hemos publicado
recientemente [90 - 92], la formacion de dicho enlace iminico con un aldehido
aromatico, comparativamente mucho mas estable, produce un aumento en la
velocidad, fortaleza y estabilidad de la union de la proteina al soporte. A esta
eficiencia ciertamente también contribuye, en gran medida, la fortaleza de los
enlaces fosfamido, entre los hidroxilos libres superficiales, de caracter acido,
del soporte y la 4-amino-bencilamina, que actiia como interfase en el hibrido
organico-inorganico obtenido en la superficie de los soportes activados

(Figura 1.13).
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Figura 1.13. Esquema general de 1la inmovilizacion
covalente de enzimas a través de los grupos &-NH2 de las
lisinas. Activacion del soporte por reaccion con
4-amino-bencilamina, (Paso I); post-modificacién por
reaccion con el aldehido tereftalico (Paso II) y unidon
covalente de la enzima (Paso III), [90-92].

Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto que este método, al
ser aplicado con diferentes enzimas y procesos presenta las siguientes

ventajas:

* La manipulacién de los derivados inmovilizados es sencilla.

* La carga de la enzima permanece constante después de la
inmovilizacién.

e Los derivados pueden utilizarse en reactores en continuo,
empaquetados, de lecho fluidizado o tanque agitado.

* La resistencia a la desactivacion por el efecto de la temperatura,
de los disolventes organicos o del pH, es mayor al tener

estabilizada su estructura terciaria.
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No obstante, la inmovilizacién por enlace covalente también presenta
una serie de inconvenientes, que hay que tener en cuenta a la hora de aplicar

este procedimiento:

* Es necesario conocer la densidad de los grupos activos por
unidad de superficie, ya que condiciona el nimero de uniones
enzima-soporte y su geometria, que puede ser distorsionante y
conducir a derivados inactivos.

e El proceso de inmovilizaciéon puede alterar la estructura del
centro activo. Para evitar esta posible alteracién se realiza la
inmovilizacién en presencia de un inhibidor que bloquee el centro
activo.

* La inmovilizacion covalente no es aconsejable en aquellas

enzimas muy sensibles a cambios de pH, fuerza ionica, etc.

1.4.5.1
EFECTOS DE LA INMOVILIZACION

A  menudo, la inmovilizaciébn altera  significativamente el
comportamiento de las enzimas. En primer lugar, se producen cambios en su
estabilidad y en segundo lugar, la enzima inmovilizada es un sistema
heterogéneo en el cual todos los componentes que intervienen en el proceso
catalitico (pH, sustratos, productos, inhibidores, cofactores, activadores, etc.)
se encuentran en interfase: en el medio de reaccion y en la fase constituida
por el soporte con la enzima. Como consecuencia la actividad enzimatica se ve

afectada por problemas de tipo difusional, estérico y de microentorno.
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1.4.5.1.1
EFECTOS EN LA ESTABILIDAD

La estabilidad de las enzimas, generalmente experimenta un incremento
después de su inmovilizacion, debido sobre todo a que existen uniones
multipuntuales enzima-soporte [93, 94|. Asi, la estructura terciaria de la
enzima adquiere mayor rigidez y se hace mas resistente a la desactivacion
térmica o quimica. Este tipo de estabilizaciéon se obtiene Unicamente en
aquellos métodos en los que intervienen enlaces de tipo covalente. También se
evita la agregacién intermolecular al mantener las moléculas de enzima

retenidas en una determinada region del espacio.

Por otro lado, existe una alteracion del microentorno de la enzima
debido a la interacciéon de la misma con el soporte [95]. En otros casos el
soporte tiene un efecto tampon de tal manera que mantiene el pH 6ptimo de la
enzima en su microentorno aunque en la disolucion se produzcan cambios
importantes de pH. Por otra parte, en aquellas reacciones catalizadas por
enzimas inmovilizadas, en presencia de disolventes organicos, la hidrofilia del
soporte o su capacidad de retener agua, regula la actividad de la enzima.
Cuanto mayor es la hidrofilia del soporte, mas agua adsorbe y la enzima
poseera la cantidad necesaria de agua en su microentorno para mantener su

conformacién activa [96].

La actividad de la enzima puede disminuir e incluso perderse tras su
inmovilizacion. Si se pierde totalmente puede deberse a diversas razones: (i) la
union del soporte se produce de tal forma que impide el paso de sustrato al
centro activo, (ii) los grupos reactivos del soporte reaccionan con algin
aminoacido que forma parte del centro activo o que sea esencial para la
actividad catalitica de la enzima, (iii) se produce un cambio conformacional
que da lugar a una forma inactiva, y (iv) las condiciones experimentales del
proceso de desnaturalizacion o desactivacion de la enzima. Si la pérdida no es
total, los cambios de actividad se deberan principalmente a efectos

difusionales, electrostaticos, estéricos y/o del microentorno.
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1.4.5.2
APLICACIONES INDUSTRIALES DE LAS ENZIMAS

La aplicacion de las enzimas en los procesos industriales esta en pleno
desarrollo, y forma parte de la Biotecnologia actual. Desde hace siglos se usan
enzimas en las industrias alimentarias clasicas. Homero describe, en una de
sus obras, el proceso seguido por los griegos para la elaboracion del queso,
removiendo la leche con una rama de higuera, ignorando que esta rama
liberaba una proteasa que provocaba la coagulacién de la leche. En 1875,
Christian Hansen desarrollo la primera industria de produccion de enzimas,
obteniendo una preparaciéon enzimatica estandarizada, compuesta por una
mezcla de quimotripsina, también denominada renina, y pepsina. Esta
preparacion se denominé cuajo y se utilizo en la preparaciéon de los quesos. El
desarrollo a gran escala de la industria de las enzimas se origing, en 1955, con
la produccion de la glucoamilasa, y tuvo su impulso definitivo con la
utilizacion de las proteasas en la composicion de los detergentes. A partir de
ese momento, se iniciaron diversos frentes de investigacion acerca de las
enzimas y su utilizacién. Actualmente, el uso de enzimas en los procesos
industriales estda muy generalizado, encontrandose, tanto preparados
parcialmente purificados, que pueden obtenerse a precios moderados, como
puros, que alcanzan en algunos casos precios tan elevados que so6lo permiten
adquirir unos pocos miligramos, de ahi la importancia de lograr la

inmovilizaciéon de las mismas [97].

En el caso de las enzimas inmovilizadas, las aplicaciones actuales mas

importantes se pueden clasificar en las siguientes:

1. Aplicaciones analiticas.

Los biosensores se estan convirtiendo en wuna herramienta
imprescindible en campos muy diversos como medicina, control de calidad de
los alimentos y control medioambiental. En principio, se puede disenar un
biosensor para cualquier tipo de compuesto que sea capaz de interaccionar

especificamente con un sistema biolégico. El biosensor contiene una molécula
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biolégica inmovilizada (enzimas, células, anticuerpos) préxima a un traductor
que en contacto con el analito transformara la sefial quimica en una senal
eléctrica o de otro tipo. Posteriormente, dicha sefal sera amplificada y
digitalizada. Los métodos de inmovilizaciébn mas empleados en el disefio de
biosensores son la inclusibn en membranas semipermeables y la union
covalente a membranas. En ambos casos las enzimas inmovilizadas van

adheridas a la superficie sensible del electrodo [98].

2. Aplicaciones médicas.

Existen muchas enfermedades causadas por una alteraciéon o carencia
de una determinada enzima. El tratamiento con enzimas inmovilizadas, con
efectos sustitutivos o terapéuticos, como son, una actividad antitumoral, o
cicatrizante, entre otras muchas, permitiria una accion mas prolongada y

eficaz.

3. Aplicaciones en la industria farmacéutica.

La industria farmacéutica utiliza moléculas estructuralmente complejas
y, en muchos casos, moléculas quirales. El empleo de enzimas inmovilizadas
es una alternativa real a la sintesis "por pasos", donde no convenga trabajar a
temperaturas elevadas o se requiera una elevada especificidad de sustrato.
Las enzimas son catalizadores quirales estrictos, es decir, biocatalizadores con
una estructura tridimensional asimétrica definida, que permiten la obtencion
de productos de gran pureza Optica. Se trata de una ventaja fundamental
cuando las reglamentaciones exigen la sintesis de compuestos Opticamente

puros, ya sean farmacos, hormonas o antibi6ticos.

4. Aplicaciones en la industria alimentaria.

El uso de enzimas en el procesado, preparacion y conservacion de
alimentos, esta muy extendido. Normalmente, las enzimas solubles afadidas
son inactivadas por calentamiento una vez que el tratamiento ha concluido.

En ocasiones se permite que continlie su actividad para que los alimentos
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desarrollen el aroma y la textura deseados, pero nunca se reutilizan. La
inmovilizacién permite que las enzimas puedan ser reutilizadas repetidamente
en operaciones continuas o discontinuas. Obviamente, existen limitaciones a
su empleo relacionadas con los requisitos economicos y sanitarios inherentes

al procesado de alimentos [99].

S. Tratamiento de aguas residuales.

En la actualidad existe una gran posibilidad de utilizacion de enzimas
inmovilizadas en la descontaminacion de aguas residuales, ejemplos de ello
son el desarrollo de un método para la reduccion de nitratos a nitritos en
aguas residuales que emplea enzimas inmovilizadas [100] 6 la degradacion de
benceno (contaminante muy toxico) mediante células de Pseudomonas putida

atrapadas en geles de poliacrilamida [101].

6. Produccion de biodiesel.

Las debilidades asociadas al procedimiento actual de produccion de
biodiesel, mediante catalisis homogénea en medio basico (el elevado consumo
de agua de lavado, el tratamiento previo a la transesterificacion, la obtencién
de glicerina de baja calidad, etc.), podrian ser superadas mediante la
utilizacion de lipasas inmovilizadas y/o de relativamente bajo costo, ya que
esto permitiria, no so6lo la reutilizaciéon de las enzimas, sino que facilitaria
también el procedimiento experimental para el aislamiento y purificacion de

los productos de la reaccion.

Sin embargo, hasta el momento, a pesar de la gran cantidad de
estrategias descritas en la bibliografia, el elevado precio de las lipasas y/o la
ineficiencia de los meétodos de inmovilizacion han hecho comercialmente
inviable los intentos de aplicar a escala industrial el procedimiento enzimatico
(tanto en forma libre como fijadas por diversos métodos), y de ahi, la
necesidad de conseguir mejoras importantes en estos procedimientos de

inmovilizacion.
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1.4.6
ESTRUCTURA Y MECANISMO DE ACCION DE LAS
LIPASAS

Las lipasas son enzimas lipoliticas activas cuando estan adsorbidas
sobre una interfase oleo-acuosa o en su defecto oleo-polar, fenomeno que
recibe el nombre de “activacion interfacial’ [102]. Esta es la diferencia
fundamental con las esterasas, que catalizan el mismo tipo de reacciones,
pero en medio acuoso. Por esta razon, la utilidad principal de las lipasas
reside en la posibilidad de actuar sobre sustratos apolares, que solo son

solubles en medios hidrofobos.

Las lipasas son una de las familias de enzimas mas estudiadas y
empleadas en los procesos industriales [103]. Ademas de las reacciones de
hidroélisis que catalizan, en condiciones de baja actividad de agua, son capaces
e llevar a cabo reacciones no hidroliticas: esterificaciones, transesterificaciones

o interesterificaciones (Figura 1.14).

Hidrélisis

R, O
)k + | Esterificacién . H,0
i e v
—_—
R; on OH )
R OR,

O R,
! + | Transesterificacion
+ S OH
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R; OR, Ry OR, R; OR, Ry OR,

Figura 1.14. Reacciones catalizadas por las lipasas.
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1.4.6.1
ACTIVACION INTERFACIAL

Durante décadas se ha discutido mucho acerca de las bases
moleculares del fenémeno de la “activacion interfacial” de las lipasas. Este
fenomeno se produce gracias a la presencia de una “tapadera” (lid) en la
estructura de la mayor parte de ellas. La tapadera se encuentra formada por
un bucle o por una o dos hélices a, con naturaleza anfipatica, que se dispone
en la superficie de la enzima bloqueando el centro activo y evitando la entrada
de los sustratos en su conformacion “cerrada”. Cuando la enzima se
encuentra en la interfase lipido-agua se produce un cambio conformacional
que desplaza la tapadera a su conformacién “abierta” (Figura 1.15). Este
hecho provoca un aumento de la hidrofobicidad en la entrada al centro activo
que favorece el acceso del sustrato al mismo, provocando un aumento
significativo de la actividad conocido como activacion interfacial. Sin embargo,
existen lipasas que no manifiestan esta activaciéon interfacial aunque posean
tapadera, como por ejemplo las lipasas procedentes de Candida antarctica,

Pseudomonas aeruginosay Burkholderia glumae [104].

/Conformacién cerrada

/Confbrmaci()n abilerta

Figura 1.15. Estructura cristalina de la lipasa de Candida
rugosa en sus conformaciones cerrada y abierta. Pueden
verse en morado las hélices alfa y en amarillo las laminas
beta.
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Las lipasas, en general, presentan un plegamiento tipico de las ao/f
hidrolasas, una estructura formada por 8 laminas f (generalmente dispuestas
de forma paralela) interconectadas por hélices a. El centro activo de estas
enzimas se encuentra formado por tres aminoacidos no continuos,
denominados triada catalitica, cuya posiciéon suele encontrarse conservada:
una serina nucleéfila, un acido aspartico o glutamico y una histidina. La Ser
catalitica se encuentra incluida en un pentapéptido conservado
Gly(Ala)-X-Ser-X-Gly que se sitia entre la lamina 5 y la siguiente hélice a,
cuya funcion es orientar y estabilizar la serina. Ademas de la triada catalitica,
existen otros aminoacidos que intervienen en el proceso de catalisis
estabilizando el intermedio de reaccion mediante enlaces de hidrégeno y

configurando la estructura conocida como “hueco oxianiénico” (oxyanion hole).

1.4.6.2
MECANISMO DE REACCION DE LAS LIPASAS

El mecanismo de reaccion de las lipasas se produce en cuatro etapas,
durante las cuales existe un intercambio de cargas: (1) el ataque del grupo
nucleoéfilo de la serina al enlace éster, formandose un intermedio tetraédrico
entre el acido graso y la serina; (2) la translocacion de la carga negativa sobre
el oxigeno de la serina al carbono carbonilico provoca la formacién del
oxianion; (3) la cesion de un protéon de la histidina al alcohol, provocandose su
liberacién y la formacion del complejo acil-enzima; y (4) el ataque de otro
nucleofilo (H2O o un compuesto hidroxilado) sobre el carbono carbonilico
causa la liberacién del acido graso y la recuperaciéon del centro activo

(Figura 1.16).
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Figura 1.16. Mecanismo de reaccion genérico de las lipasas.

Entre las aplicaciones en la industria alimentaria, que es uno de los
mayores campos de utilizacion, destacan la obtencion de lipidos estructurados
[105], la interesterificacion de grasas para la obtenciéon de margarinas, la

maduraciéon de quesos y la obtenciéon de aromas [106].

El problema del uso de las lipasas en los procesos sintéticos es la
necesidad de utilizar disolventes organicos, en los cuales estas enzimas no son
solubles y ademas se inactivan. Para solventarlo se han desarrollado, tanto
métodos de inmovilizacion de enzimas, como métodos de utilizaciéon de las
lipasas en sistemas sin disolvente (solvent free system), cuando el proceso lo

permite, como es el caso de la produccion de biodiesel [107 -110].
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1.4.7
EFECTO DEL AGUA EN LA ACTIVIDAD CATALITICA

El medio biologico de actuaciéon de las enzimas es el agua, ya que
participa directa o indirectamente en todas las interacciones no covalentes
(interacciones electrostaticas, enlaces de hidrégeno y fuerzas de Van der
Waals) [111], que permiten el mantenimiento de la conformacion nativa, y por
tanto, cataliticamente activa de las enzimas [112, 113]. Ademas, se ha
comprobado que aunque las enzimas mantienen perfectamente su actividad y
conformacién en un medio organico, se pueden inactivar si se elimina todo el
agua del medio, ya que el disolvente organico captara moléculas de agua de la
enzima. Por tanto, la cuestion que hay que plantearse no es si las enzimas
necesitan agua, sino cuanta agua necesitan para mantener su conformacién

activa en un determinado medio de reaccion.

Ademas, las transesterificaciones de aceites y grasas, son reacciones en
las que el contenido de agua en el medio de reacciéon es un parametro esencial,
ya que la presencia de agua puede favorecer la hidrolisis tanto de los reactivos
como de los productos de reaccion (ésteres), ademas de aportar un
microentorno de hidratacion adecuado para que la enzima conserve su forma
activa. Debido a esto, es importante evaluar la influencia del contenido de

agua del medio de reaccion en el progreso de la reaccion.
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Este capitulo esta dividido en tres apartados en los cuales se describen,
en primer lugar, los métodos analiticos utilizados en la caracterizacion de las
materias primas y de cada uno de los productos de las reacciones, asi como de
los tratamientos intermedios, en su caso. Ademas, se detallan Ilos
instrumentos y aparatos utilizados, y las metodologias seguidas para la
realizacion de todos los ensayos llevados a cabo. Se describe el método
cromatografico utilizado, que tiende a simplificar el método oficial para la

determinacion de estos componentes.

En segundo lugar, se trata la sintesis, funcionalizacién, activacion y
caracterizacion superficial de los soportes utilizados en la inmovilizacién de las

lipasas seleccionadas.

Finalmente, se describe el disefio experimental utilizado en la mayoria
de los estudios, asi como los modelos utilizados para relacionar las variables
dependientes con las independientes y evaluar qué variables son las mas

influyentes para optimizarlas al mismo tiempo.

2.1
METODOS DE ANALISIS

En la industria del biodiesel, al igual que en otras muchas, el analisis
quimico esta ligado intimamente al proceso general de fabricacién. La funcién
mas importante de los analisis quimicos es la de valorar la composicion de las

materias primas y de los productos obtenidos.
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En este apartado se hace referencia a los diferentes parametros
utilizados en la caracterizacion de las materias primas, como son la humedad
y el grado de acidez, asi como el procedimiento de preparacion de las
muestras. También se trata la caracterizacion de los productos de la reaccion,
comprobando la presencia de jabones, calculando la viscosidad cinematica
y determinando los contenidos de los compuestos presentes en las muestras
de biodiesel (ésteres alquilicos, monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos

y glicerol libre).

Es importante destacar la determinacién de la viscosidad cinematica de
la muestra de biodiesel, al ser el parametro que en ultima instancia permite
que el combustible sea utilizable en motores, ya que estan diseiados para
operar con combustibles con un rango concreto de viscosidades cinematicas.
Si se utilizan biocombustibles con viscosidad elevada se producen pérdidas de
potencia y una mala combustion, mientras que si la viscosidad es demasiado
baja se genera una mezcla demasiado rica en combustible y la combustion es

deficiente.

2.1.1
CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

En este apartado se realiza una descripcion de los diferentes métodos
utilizados en la caracterizacion de la materia prima, como son la

determinacion de la humedad y del grado de acidez.

Las materias primas usadas en la presente tesis doctoral han sido
aceite de girasol comercial y grasa animal procedente de residuos de matadero

tras un tratamiento hidrotérmico.
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2.1.1.1
DETERMINACION DE HUMEDAD

La humedad de la materia prima se determina mediante un ensayo por
el cual la muestra se calienta en una estufa a vacio hasta que la pesada es
constante. Para ello, se tara un vaso de precipitado, bien seco; se anota su
peso y se anaden entre 35 - 45 g de muestra. Se introduce en un dispositivo
que permite calentar a vacio, manteniendo una temperatura constante a
100 °C durante 24 horas. Pasado este tiempo y una vez frio, se pesa. Se repite

el procedimiento hasta obtener una pesada constante.

El contenido en humedad se obtiene de la diferencia de pesos y se

expresa en tanto por ciento.

2.1.1.2
DETERMINACION DEL INDICE DE ACIDEZ

La determinacién del indice o grado de acidez es una medida del
contenido de acidos grasos libres en el material de partida. Dicha medida es
de gran importancia en la produccién de biodiesel convencional, ya que el
procedimiento de catalisis basica utilizado hace que en presencia de acidos

libres se produzca la desactivacion del catalizador y la formacién de jabones.

En el método enzimatico, los acidos libres pueden afectar
negativamente dependiendo de la enzima en estudio, ya que segin sea la
lipasa utilizada, sera capaz con mas facilidad de llevar a cabo reacciones de

transesterificacion de glicéridos y/o de esterificacion de acidos grasos.
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Para determinar el grado de acidez se ha seguido el procedimiento
descrito en la norma ISO 660. Para ello se pesan entre 2.5 - 10 g de muestra,
dependiendo de la acidez esperada, y se disuelven en 50 - 150 ml de una
solucion (1:1 v/v) de etanol-éter etilico (Panreac), previamente neutralizada.
Se lleva a cabo una volumetria valorando con una disoluciéon de KOH 0.1 N,
previamente estandarizada, (Licor acidimétrico valorado, Panreac) y la adicién
de unas gotas de una solucion de 10 g/L de fenolftaleina en etanol, hasta el
cambio de color violeta que indica el punto final de la valoraciéon. La acidez se

expresa como porcentaje en acido oleico.

2.1.2
PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA LAS
REACCIONES

La preparacion de las muestras para los ensayos de determinacion de la
eficiencia de los sistemas enzimaticos comienza con la pesada de 0.01 mol de
materia grasa de partida, cuyo peso dependera de la composicion de acidos
grasos del material. En el caso del aceite de girasol comercial utilizado, se ha
tomado como estandar que 0.01 mol = 9.1 g de aceite. Las pesadas se realizan
en una balanza de precision Mettler AJS0 (precision de + 0.01 g), depositando
la muestra directamente en un matraz de fondo redondo de dos bocas de 50

ml de capacidad.

En dicho matraz se llevan a cabo directamente las reacciones de
transesterificacion para la determinacion de la eficiencia de los
biocatalizadores. Asi, una vez se tiene la materia grasa en el matraz, se
adiciona la correspondiente cantidad de etanol, que dependera de la relacion
molar estudiada, la cantidad necesaria de una disolucion acuosa de NaOH y la
cantidad de agua necesaria en el medio de reaccion. Cuando el matraz
contenga todos los reactivos necesarios, se introduce durante el tiempo
necesario en un bano de agua termostatizado para que se alcance la

temperatura de trabajo. Se pesa y anade rapidamente la cantidad necesaria de
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enzima al matraz de reaccion, comenzando en este mismo instante la agitacion
de la mezcla y tomandose como tiempo de inicio de la reaccion. Las reacciones
tienen lugar en diferentes condiciones controladas de agitacién y temperatura,

mantenidas con un agitador magnético convencional y un bafo termostatico

respectivamente.

La Figura 2.1 muestra el sistema empleado para llevar a cabo las
reacciones de transesterificacion enzimatica. El progreso de la reaccion se
sigue cromatograficamente, durante el tiempo necesario, tomando muestras

directamente del matraz de reaccion a través de una de sus bocas para su

posterior analisis.

ga
H

Figura 2.1. Dispositivo experimental utilizado
para llevar a cabo las reacciones de
transesterificacion enzimatica de aceites para
la obtencion de biodiesel.
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2.1.3
CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE
REACCION

La reaccion de transesterificacion de aceites y grasas con un alcohol de
cadena corta como etanol puede dar lugar a varios productos, por ello es
necesario caracterizar esta mezcla, ya que de su composicion dependen las
propiedades que presenta el biocombustible. Asi, un alto contenido en
triglicéridos y diglicéridos indica que la reaccion ha avanzado poco, ya que son
productos intermedios de la transesterificacion total. Por el contrario, un alto
contenido en monoglicéridos y ésteres etilicos, desvelan un gran avance de la
extension de la reaccion y unas buenas propiedades para el uso de la mezcla
como biocombustible, ya que los altos contenidos en ésteres y monoglicéridos
hacen que la mezcla presente bajas viscosidades y mejores propiedades de

combustion, asi como lubricantes.

2.1.3.1
ENSAYO DE PRESENCIA DE JABONES

La comprobacion de la presencia de jabones se lleva a cabo mediante
un ensayo cualitativo. Para ello, se toman unos 2.5 - 5 g de muestra y se le
anade aproximadamente la misma cantidad en volumen de acetona
acuosa al 1 % y unas gotas de disolucién de azul de bromofenol y se agita
violentamente. Una tonalidad azul-violeta indica la presencia de jabones, y
una tonalidad amarillo-verdosa indica su ausencia. De esta manera puede

descartarse la formacion de jabones durante la reacciéon de transesterificacion.
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2.1.3.2
VISCOSIDAD CINEMATICA

La viscosidad es el parametro esencial a modificar en una reaccion de
transesterificacion de aceites para obtener biodiesel. Para poder utilizar el
biodiesel como combustible en los actuales motores Diesel es necesario que la
viscosidad del biocombustible, o la mezcla final diesel-biodiesel, se encuentre
en un rango de 3.5 - 5 mm?2/s (UNE EN ISO 3104). Por tanto, la correcta
determinacion de la viscosidad es critica para evaluar la calidad del
biocombustible obtenido, ya que unos valores inadecuados de este parametro

pueden afectar decisivamente al buen funcionamiento del motor.

En esta Memoria nos referimos a la viscosidad cinematica,
entendiéndose por viscosidad la resistencia que ofrecen las capas de una masa
liquida para el desplazamiento paralelo de unas sobre otras. La viscosidad
dinamica (n) es la fuerza necesaria, expresada en dinas, para que dos laminas
del liquido, con una superficie de 1 cm? y separadas entre si 1 cm, se
desplacen paralelamente a la velocidad de 1 cm/s. Su unidad es el Poise (P),
cuyas unidades son g/cm.s. Se emplea como submultiplo el centipoise (cP).
Asi, la viscosidad cinematica (v), representa el cociente entre la viscosidad
dinamica y la densidad (p), v =n/p. Su unidad es el Stoke (St), cuyas unidades
son cm?/s. Se emplea como submultiplo el centistoke (cSt), que equivale

a mm?2/s.

La viscosidad se ha medido en un viscosimetro capilar Ostwald-
Cannon-Fenske (Proton Routine Viscometer 33200, size 150), determinando el
tiempo necesario para que un cierto volumen de liquido pase entre dos puntos
marcados en el instrumento, colocado en posicion vertical, (Figura 2.2.). Esto
constituye una medida de la amortiguacion que sufre el flujo del liquido, como
consecuencia del frotamiento interno de sus moléculas, en funcién de su
viscosidad, siempre que se mantengan constantes las variables que influyen
en el proceso, principalmente la temperatura. A partir del tiempo de flujo (t),
expresado en segundos, se obtiene la viscosidad cinematica expresada en

centistokes, v = C-t. C es la constante de calibracion del sistema de medida en
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mm?2/s2, que viene dada por el fabricante del aparato (0.040350 mm?2/s2 a

40 °C , en este caso).

Para las medidas de viscosidad se sigue el procedimiento descrito en la
Norma Espanola UNE 55-105-73. La muestra, previamente filtrada a 50 °C,
se sumerge en un bano termostatizado a 40 °C durante 15 minutos,
asegurandonos de que la temperatura es estable. Posteriormente se introduce
la muestra en el viscosimetro y éste, a su vez, en el bafio termostatico,
cuidando que esté situado en posicién rigurosamente vertical, con el extremo
inferior a una distancia minima de 2 cm del fondo del bafo. Se espera el
tiempo necesario para que se establezca el equilibrio térmico, y una vez
alcanzado, mediante un tubito de goma se succiona haciendo subir el nivel de
la muestra hasta alcanzar unos 5 mm por encima de la primera marca del
viscosimetro. Se interrumpe la succion, dejando que el liquido descienda
libremente en el instrumento, poniendo en marcha el cronometro en el
momento en que el menisco superior pasa por la marca entre los dos bulbos, y
parando el cronémetro en el momento que el menisco alcance la segunda
marca. Se anota el tiempo de flujo, expresado en segundos. Se repite esta

operacion dos veces.

W)

Figura 2.2. Viscosimetro de Ostwald-Cannon-Fenske.
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Todas las medidas se han llevado a cabo por duplicado y se presentan
como la media de ambas, comprobandose que no exista una variacion mayor

del 0.35 % entre medidas, como exige la norma UNE 55-105-73.

2.1.3.3
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FAEE Y
GLICERIDOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
GASES

La determinacion del contenido de ésteres etilicos y glicéridos en las
muestras de biodiesel se ha realizado por un método cromatografico puesto a

punto en el transcurso del presente trabajo.

Se ha utilizado un cromatoégrafo de gases HP 5890 Series II, conectado a
una columna capilar HTS (25 m x 0.32 mm I.D x 0.1 pym, SGE, Supelco) con
un detector de Ionizacion por llama (FID) e inyecciéon splitless. Este método
consiste basicamente en una modificacién e integracion de dos métodos
oficiales, UNE EN ISO 14103 (ésteres) y UNE EN ISO 14105 (glicéridos),
usando como patrones internos: butanotriol (> 99.9 % Sigma Aldrich),
heptadecanoato de metilo (> 99.5 % Fluka) y tricaprina (> 99.9 % Sigma
Aldrich), para cuantificar el contenido de glicerol, ésteres etilicos y glicéridos
(-mono, -di y triglicéridos), respectivamente. Las condiciones cromatograficas

usadas fueron las indicadas en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Condiciones cromatograficas empleadas en la determinacion de
ésteres etilicos y glicéridos en las muestras de biodiesel.

Gas portador Helio, flujo 1.5 mL/min
Modo Inyeccién Splitless
Temperatura Inyector 350 °C
Temperatura Detector 400 °C

Desde 90 °C hasta 200 °C a una
velocidad de 7 °C/min, seguido de otra
rampa desde 200 °C hasta 360 °C
Programa térmico
a una velocidad de 15 °C/min,
manteniendo los 360 °C durante 10

minutos.

Este método modificado nos permite obtener un analisis completo de la
muestra en una sola inyeccion y en un tiempo no superior a 45 minutos, lo
que simplifica el proceso y aumenta la velocidad de analisis. Por el contrario,
si se sigue la metodologia oficial, normas UNE EN ISO 14103 y UNE EN ISO
14105, se necesitan dos columnas distintas y condiciones cromatograficas

también diferentes con mayores tiempos de analisis.

La preparacion de las muestras para el analisis consiste en pesar unos
100 mg de muestra, introducirlos en un vial al que se anaden las cantidades
necesarias de patrones internos y heptano como disolvente. Una vez

preparada la muestra se inyectan 0.5 uL para su analisis cromatografico.
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2.2
SINTESIS, FUNCIONALIZACION, ACTIVACION Y
CARACTERIZACION SUPERFICIAL DE LOS SOPORTES

2.2.1
INTRODUCCION

La heterogeneizacion de la lipasa seleccionada se lleva a cabo tanto de
forma covalente sobre el soporte AlPO4/Sepiolita, activado y funcionalizado,
segun los procedimientos que se describen en los siguientes apartados, como

inmovilizada por retencién fisica en sepiolita desmineralizada.

En el caso de la inmovilizacién covalente, la uniéon de las enzimas se
efectuara mediante una cadena hidrocarbonada enlazada con el soporte

inorganico por enlaces fosfamidos.

También se ha descrito un procedimiento de inmovilizacién de enzimas
basado en su adsorcion fisica en la estructura porosa tridimensional de las
sepiolitas, que han sido sometidas previamente a un tratamiento acido
(patente propiedad de la Universidad de Coérdoba [90 - 92, 102]), el cual se

utilizara en la inmovilizacion de las lipasas seleccionadas.

En efecto, las enzimas pueden ser inmovilizadas por adsorcion fisica en
materiales naturales de bajo precio, como las arcillas naturales. Las arcillas,
al igual que el resto de filosilicatos, presentan una estructura basada en el
apilamiento de planos de iones oxigeno e hidroxilos. Los grupos tetraédricos
(Si0O)4* se unen compartiendo tres de sus cuatro oxigenos con otros vecinos
formando capas de extensiéon infinita y formula (Si2Os)2-, que constituyen la
unidad fundamental de los filosilicatos. En ellas, los tetraedros se distribuyen
formando hexagonos y el silicio tetraédrico puede estar, en parte, sustituido

por Al3* o Fe3+. Estas capas tetraédricas se unen a otras octaédricas de tipo
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gibsita o brucita y en ellas, algunos Al3* o Mg2+ pueden estar sustituidos por
Fe2* o Fed3* y mas raramente por Li, Cr, Mn, Ni, Cu o Zn. El plano de union
entre ambas capas esta formado por los oxigenos de los tetraedros que se
encontraban sin compartir con otros tetraedros (oxigenos apicales), y por
grupos (OH)- de la capa brucitica o gibsitica, de forma que, en este plano,
quede un (OH)- en el centro de cada hexagono formado por seis oxigenos
apicales. El resto de los grupos (OH)- son reemplazados por los oxigenos de los

tetraedros (Figura 2.3).

En algunos filosilicatos (esmectitas, vermiculitas, micas, etc.) las
laminas no son eléctricamente neutras debido a las sustituciones de unos
cationes por otros de distinta carga. El balance de carga se mantiene por la
presencia, en el espacio interlaminar, o espacio existente entre dos laminas
consecutivas, de cationes (como por ejemplo en el grupo de las micas),
cationes hidratados (como en las vermiculitas y esmectitas) o grupos hidroxilo
coordinados octaédricamente, similares a las capas octaédricas, como sucede
en las cloritas. La unidad formada por una lamina mas la interlamina es la
unidad estructural. Los cationes interlaminares mas frecuentes son alcalinos
(Na y K) o alcalinotérreos (Mg y Ca). Las fuerzas que unen las diferentes
unidades estructurales son mas débiles que las existentes entre los iones de
una misma lamina, por ese motivo los filosilicatos tienen una clara direccion

de exfoliacion, paralela a las laminas.
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Figura 2.3. Estructura de las arcillas.

A este grupo de minerales pertenecen la sepiolita y la paligorskita, a
pesar de presentar diferencias estructurales con el resto de los filosilicatos.
Estructuralmente estan formadas por laminas discontinuas de tipo mica. Las
sepiolitas constituyen un tipo de filosilicato natural que a diferencia del resto,
que son laminares, presenta una estructura fibrosa, Figura 2.4, ya que la
capa basal de oxigenos es continua, pero los oxigenos apicales sufren una
inversion periodica cada 8 posiciones octaédricas. Esta inversion da lugar a la
interrupcion de la capa octaédrica que es discontinua. La formula teérica de la
celda unidad es Si;2030Mgs(OH)s(H20)4.8H20, donde el Sit* y el Mg2+ pueden
ser parcialmente sustituidos por Al3*, Fe2+ e iones alcalinos. Cada atomo de
Mg completa su coordinacion con dos moléculas de agua. Ademas, en el
interior de los canales se alojan cantidades variables de agua zeolitica, que

puede eliminarse por vacio o calentamiento a 100 °C.
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Figura 2.4. Estructura de la sepiolita.

Los canales de 11.5 x 5.3 A, que se desplazan a lo largo de todas las
fibras, confieren al s6lido una estructura microporosa, responsable de su alta
superficie especifica [103], similar a la del AIPO-5 [104]. La extracciéon de los
cationes (Mg2+, Al*3, etc.), por tratamiento acido incrementa de forma
apreciable el tamafno de los poros, transformandose en una silice amorfa [105]
o incluso, dependiendo del tratamiento post-extracciéon del magnesio, puede
adquirir una estructura de tipo mesoporoso similar a MCM-41 [106].
Estos poros voluminosos pueden fijar macromoléculas como por ejemplo,

enzimas [90].

Las importantes aplicaciones industriales de este grupo de minerales
radican en sus propiedades fisico-quimicas. Dichas propiedades derivan

principalmente de:

* Su extremadamente pequeno tamano de particula (< 2 mm).

* Su morfologia laminar (filosilicatos).

* Las sustituciones isomérficas, que dan lugar a la aparicion de
carga en las laminas y a la presencia de cationes débilmente

ligados en el espacio interlaminar.

Como consecuencia de estos factores, estos minerales presentan, por
una parte, un valor elevado del area superficial y, a la vez, una gran cantidad
de superficie activa, con enlaces no saturados. Por ello pueden interaccionar
con muy diversas sustancias, en especial compuestos polares, por lo que
tienen un comportamiento plastico en mezclas de arcilla-agua con elevada

proporcion sélido/liquido y son capaces en algunos casos de hincharse, con el
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desarrollo de propiedades reolégicas en suspensiones acuosas. Por otra parte,
la existencia de carga en las laminas se compensa, como ya se ha citado, con
la entrada en el espacio interlaminar de cationes débilmente ligados y en un
estado variable de hidratacion, que pueden ser intercambiados facilmente
mediante la puesta en contacto de la arcilla con una soluciéon saturada en
otros cationes. Esta propiedad se conoce como capacidad de intercambio
cationico y es también la base de multitud de aplicaciones industriales. Las
sepiolitas y paligorskitas son arcillas con un contenido en dichos minerales
superior al 50 %. Son minerales con habito fibroso con una enorme area
superficial debida tanto al pequeno tamano de particula como a la porosidad
estructural que presenta su estructura. La superficie especifica tedrica se
calcula alrededor de los 900 m?2/g, aunque la superficie accesible es muy

inferior.

Su peculiar estructura les confiere una serie de propiedades, entre ellas
las de formar suspensiones poco afectadas por la concentracion i6nica y una
enorme capacidad de adsorcion, siendo poderosos decolorantes y absorbentes.
También tienen buenas propiedades reolégicas, son capaces de formar geles y
suspensiones estables de alta viscosidad a bajas concentraciones de sélido. Al
igual que las esmectitas, son susceptibles de ser activadas mediante
tratamientos térmicos y acidos. Los usos a escala industrial de la sepiolita son
consecuencia de sus propiedades reolégicas, tixotropia, alta superficie
especifica, baja capacidad de cambio y, sobre todo, su elevado poder

absorbente. Por ello se utilizan:

* Como absorbentes, para lechos de animales, suelos, etc.

* Como soporte en aerosoles y aerogeles para pesticidas y
fertilizantes.

* Por sus propiedades adsorbentes, en la purificacion de productos
del petroleo, azucar, etc.

* En procesos de filtracién, floculacién y clarificacion.

* Por sus propiedades reolégicas, en farmacia, pinturas, resinas, y
cosmeética.

* En ceramica y aislantes.

e En nutricion animal.
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2.2.2
SINTESIS Y CARACTERIZACION SUPERFICIAL DEL
SISTEMA AlPO4/SEPIOLITA UTILIZADO COMO
SOPORTE

De acuerdo con la metodologia indicada en el Plan de Trabajo, la
obtenciéon de un soélido amorfo de elevada superficie especifica y acidez
controlada es el prerrequisito esencial para poder realizar con garantias la
activacion del soporte. Es decir, se trata de obtener el AIPO4 amorfo siguiendo
un procedimiento ampliamente utilizado por nuestro equipo [107 - 125], pero
introduciendo ciertas modificaciones ya estudiada [90 - 92, 102], que permitan

disponer de un elevado numero de centros acidos superficiales, tipo Bronsted.

Se obtienen excelentes resultados llevando a cabo la reaccién entre el
tricloruro de aluminio hexahidratado y el acido ortofosfoérico, al 85 % en peso,
a temperatura constante de O °C, y elevando el pH a 6.1, mediante adiciéon de
disolucion acuosa de hidroxido amonico. Se forma lentamente un del sélido

amorfo, segiin el proceso:

AICl3-6H,0 + H3PO,4 + 3 NH,OH —»  AIPO4 + 3 NH,Cl + 9 H,O

Dicho so6lido se ha de lavar con alcohol isopropilico y posteriormente
secarse en estufa a 120 °C, durante 24 horas. Este sélido puede proporcionar
valores elevados de superficie exterior, asi como un elevado niumero de centros
acidos superficiales si se somete a calcinacion en horno mufla durante 3 horas
a 350 °C, donde se elimina por sublimacion el NH4Cl formado en la reaccion

de sintesis (Figura 2.5.).
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[ AICL, + H,PO, (85%) ]
‘—{NH,‘OH ac hasta pH 6.1 (0°C)J

~

[MPO + \H4Cl +H50

4

A\

~

Lavado con 2-Propanol

4

[ Estufa 120°C 24 horas]

Calcinar 3 horas, J

350°C

Figura 2.5. Esquema general de sintesis del
AlPO4 amorfo.

La sintesis del soporte AIPO4/Sepiolita (20 - 80 % en peso), se lleva a
cabo sintetizando el AlPO,, segtin la metodologia indicada, en un medio que
contiene, junto al tricloruro de aluminio hexahidratado y el acido fosférico, la
proporcion adecuada de sepiolita mnatural, un silicato de magnesio
Si12MggO32'nH20 con composicion quimica nominal de SiO. 62.0, MgO 23.0,
Al,O3 1.7, FexO3 0.5, CaO 0.5, K20 0.6 y NapO 0.3, suministrada por Tolsa S.A
(Vallecas, Madrid). La sepiolita, un silicato magnésico hidratado natural, de
naturaleza fibrosa, elevada superficie y bajo precio, se somete asi a un proceso
de activaciéon superficial, mediante gelificaciéon o precipitacién suave en forma
de gel del AIPO4, en un medio en el que la relacién final Sepiolita/AlPO4

amorfo sea del orden 80/20.

De esta forma, la sepiolita incorpora una fina capa externa de AIPO4

que le hace adquirir superficialmente las propiedades fisico-quimicas de este
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compuesto, quedando asi activado para su posterior funcionalizacion. Asi, este
s6lido adquiere valores elevados de superficie externa y un elevado numero de

centros acidos superficiales.

La funcionalizacion de la sepiolita empleada como soporte es posible
gracias a la presencia de un elevado numero de grupos hidroxilos
superficiales, de caracter acido de Bronsted, valorados con 2,6-dimetilpiridina,
a través de los cuales se desarrollaran los enlaces fosfamido que “anclen” las

diaminas, que permitan la funcionalizacion del soporte.

La caracterizacién estructural del sélido inorganico empleado como
soporte habra de contemplar como minimo la obtencion del valor de su
superficie especifica, y en menor medida el resto de sus propiedades
texturales: forma, tamafno y distribucién de poros. Estos parametros se
obtienen mediante la aplicaciéon de la técnica de adsorcion de nitrégeno a la

temperatura del nitrégeno liquido.

La caracterizacion de sus propiedades acido-basicas superficiales es
también un dato fundamental para determinar, en ultima instancia, si la
sintesis ha conseguido los resultados deseados, toda vez que el objetivo
perseguido es obtener un elevado ntiimero de centros acidos tipo Bronsted, que
constituyen los centros activos adecuados para la formacién de los enlaces
covalentes con las moléculas organicas seleccionadas para ello. La aplicaciéon
de un procedimiento espectrofotométrico puesto a punto por nuestro equipo

de investigacion, nos ha permitido obtener estos parametros.
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2.2.2.1
CARACTERIZACION TEXTURAL MEDIANTE
ADSORCION DE N,

La aplicacion del método B.E.T. a las isotermas de adsorcion-desorcion
a la temperatura del nitrogeno liquido, nos permite la caracterizacion de las
propiedades texturales del solido amorfo estudiado [90 - 92, 102], pudiéndose
obtener valores precisos del area superficial externa, Sger (m2/g), volumen y
radio medio de poro, V (ml/g) y d (nm), respectivamente. Los datos de Sger,
obtenidos con un sistema automatico Micromeritics ASAP 2000, nos indican el
tamano de la superficie externa disponible inicialmente en m2/g de so6lido para
activar, asi como la que queda después del tratamiento de activacion.
En ambos casos conviene que ésta sea lo mas elevada posible, ya que,
inicialmente, cuanto mayor sea esta superficie, mayor superficie de AlPO4
se tendra tras el tratamiento de activacion, y asi se podran introducir
mediante el tratamiento posterior de funcionalizacion, un nimero mayor de

uniones covalentes.

Las técnicas de adsorcion de gases se basan en la determinacion de la
cantidad de gas necesaria para formar una monocapa sobre la superficie a
medir. Si esta cantidad se expresa en numero de moléculas y se conoce o
puede estimarse el area ocupada por cada molécula, puede determinarse el
area superficial del s6lido. El gas generalmente empleado es el nitrégeno, ya
que es el que conduce a resultados mas satisfactorios. Otros adsorbatos

empleados son argédn, algunos hidrocarburos y otros gases inertes.

El fenéomeno de adsorcion puede ser el resultado de un proceso fisico o
quimico, segin la naturaleza del sistema que se considere y la temperatura de
trabajo. La adsorcion fisica supone una débil interaccion entre sélido y gas,
variando la cantidad de gas adsorbido fisicamente (a wuna presion
determinada) de modo inverso a la temperatura. Por lo tanto, en la
determinaciéon de areas superficiales, se utilizan bajas temperaturas de

trabajo, evitando asi la adsorcion quimica del adsorbato.
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El estudio de la adsorciéon de numerosos gases sobre los mas variados
tipos de solidos, revela que las isotermas de adsorcion, obtenidas al
representar el volumen de gas adsorbido (presion del gas) frente a la presion
relativa del gas (presion de saturacion a la temperatura de trabajo), puede
responder a seis tipos diferentes como se observa en la Figura 2.6, de acuerdo

a la clasificacion de Brunauer y Teller [126].

Figura 2.6. Tipos de isotermas segiin la clasificacion
BDDT.

A continuaciéon se resumen las caracteristicas de cada una de las

isotermas:

Isoterma del tipo I. se denomina isoterma de Langmuir. Este tipo es
caracteristico de solidos microporosos con una superficie externa muy
pequena. El volumen del gas adsorbido esta limitado por la accesibilidad de

los microporos.

Isoterma de tipo II. es la forma caracteristica de las isotermas obtenidas para
s6lidos adsorbentes no porosos o macroporosos, y representa una adsorcion
en monocapa-multicapa sin restriccion. En este tipo de isoterma es posible, en
principio, obtener la capacidad de adsorcién en monocapa del solido, dado que
puede utilizarse en el calculo de la superficie especifica de éste. El punto B, en

el inicio de una porcién casi lineal de la isoterma, se asigna a la etapa en la
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cual la adsorciéon en monocapa se completa y comienza la adsorcién en

multicapa.

Isoterma del tipo III: tiene una forma convexa en todo el intervalo de p/po y
no presenta punto B. Este tipo de isoterma es poco frecuente y es
caracteristica de sistemas en los que las interacciones adsorbato-adsorbente
son muy débiles y por tanto, las interacciones adsorbato-adsorbato han de
tenerse en cuenta. Ejemplos de este tipo son la adsorcion de nitréogeno sobre

polietileno y del vapor de agua sobre grafito.

Isoterma del tipo IV: la principal caracteristica de este tipo de isoterma es
que se observa un ciclo de histéresis, que esta asociado a la condensacion
capilar en los mesoporos del sélido. La parte inicial de la isoterma se atribuye
a la adsorcion en monocapa-multicapa ya que, a bajos valores de p/po
la forma de la isoterma es similar al tipo II. Estas isotermas son tipicas de

adsorbentes y catalizadores industriales.

Isoterma del tipo V: son poco frecuentes y estan intimamente relacionadas
con las isotermas del tipo III, diferenciandose en que existe una interaccion
adsorbato-adsorbente débil. Este tipo de isoterma se obtiene con determinados

adsorbentes porosos.

Isoterma del tipo VI. la forma escalonada caracteristica depende del sistema
y de la temperatura, representando la adsorcion en multicapa sobre una
superficie uniforme no porosa. La altura de cada etapa representa la
capacidad de monocapa para cada capa adsorbida y, en el caso mas sencillo
permanece constante para dos o tres capas adsorbidas. Las isotermas del tipo
VI se obtienen con argén o criptén sobre grafito a la temperatura del nitrégeno

liquido.

La interpretacion teorica de los tipos I a V se da por Brunauer, Emett
y Teller [126] que desarrollan una teoria unificada de la adsorcién fisica, lo
que supone un gran avance en la determinacién de las areas superficiales de

los sélidos porosos.
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2.2.2.2
CARACTERIZACION ACIDO-BASE SUPERFICIAL
MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA

El método empleado para la determinacion de las caracteristicas acido-
basicas de los soportes, puesto a punto en nuestros laboratorios
anteriormente [127-131], esta basado en determinar la variacion en la
concentracion del agente valorante, en una disoluciéon de ciclohexano, al
entrar en contacto con un so6lido durante 1 hora, en agitaciéon constante y a
temperatura ambiente (25 °C). Las concentraciones de la disolucion
ciclohexanica se determinan por espectrofotometria, en intervalos de

concentracion adecuados y que cumplan la Ley de Lambert-Beer.

La cantidad de agente valorante, obtenida a partir de las diferencias en
las concentraciones iniciales y finales, esta relacionada con el peso de
catalizador y con las concentraciones de equilibrio, ajustandose a una
isoterma de tipo Langmuir, que nos permite obtener la cantidad de agente
valorante adsorbido en monocapa, por gramo de solido. Este parametro
constituye una medida del nimero de centros activos de pK. menores o

iguales a los del agente valorante.

Este proceso de retencion tipo Langmuir, a partir de un valor dado de la

relacion C/C, se ajusta a la siguiente expresion:

C/X=1/Xm+C/Xnm

siendo: C, la concentraciéon de valorante en disolucion, en equilibrio
con el adsorbido por el sélido.

X, la cantidad de valorante adsorbido por gramo de soélido.

b, la constante de Langmuir.

Xm, la cantidad de valorante adsorbida en monocapa por gramo de sélido.



METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Representando graficamente C/X frente a C, se obtiene una recta para
valores iguales o menores a un valor de C/C,. En esta regiéon se produce la
adsorcion de agente valorante en monocapa, pudiéndose calcular X, que es
una medida de la acidez o basicidad. Puede también obtenerse el valor de la
constante b, que esta relacionada con la interaccién agente valorante-centro
activo y que permite obtener el valor de la constante de equilibrio, K, de dicha

interaccion:

K=be*Xn

No obstante, aunque tenga interés calcular los valores de K, el elevado
error experimental que presenta su calculo, determina que sélo pueda ser
empleado de forma cualitativa y con las adecuadas precauciones. Es por ello
que para evaluar la distribucion de la fortaleza acida o basica de los centros,

sea preferible emplear agentes valorantes con diferentes valores de pKa.

Dado que nuestro interés se centra, fundamentalmente, en evaluar el
numero de centros acidos tipo Bronsted, emplearemos como agente valorante
especifico la 2,6-dimetilpiridina (pKa = 7.0), y también usaremos la piridina, ya
que su valor de pK, (5.3) corresponde a la acidez total, (a un valor de pKa
parecido) que supone la suma de centros acidos Bronsted y Lewis. A fin de
obtener una vision general del solido, desde un punto de vista de sus
propiedades acido basicas, también se llevaran a cabo las valoraciones con
acido benzoico (pKa = 4.2) de los centros basicos de fortaleza media,

Figura 2.7.
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(impedimento estérico)
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Figura 2.7. Discriminacion entre centros acidos Bronsted y Lewis como
consecuencia del impedimento  estérico que presenta la
2,6-dimetilpiridina (pKa = 7) respecto a la piridina (pKa = 5.3).

La determinacién de la acidez superficial con piridina y dimetilpiridina se
plantea por tanto como un método para discriminar la acidez tipo Bronsted,
asociada a los grupos -OH, que son los que nos interesan, frente a la acidez

total, suma de centros Bronsted y Lewis determinados con piridina.

2.2.2.3
ACTIVACION Y FUNCIONALIZACION DEL SOPORTE
AlPO4/SEPIOLITA CON 4-AMINOBENCILAMINA Y
TEREFTALDIALDEHIDO

La funcionalizacion del sistema AlPO4/Sepiolita, utilizado como soporte
inorganico para la inmovilizacién covalente de enzimas [90 - 92, 102], se ha
llevado a cabo exclusivamente con dos moléculas, p-hidroxibenzaldehido y
4-amino-bencilamina. La reaccion de los grupos hidroxilo del fenol y amino,
respectivamente se conduce muy eficazmente operando en "fase seca" y

mediante irradiacion en horno microondas. Es decir, en ausencia de
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disolvente, y sometiendo el sélido activado, en el que se ha impregnado el
p-hidroxibenzaldehido o la 4-amino-bencilamina, a irradiacion en microondas

durante breves minutos.

Para la inmovilizacion covalente de la lipasa, usando como
soporte AlPO4/Sepiolita (20 - 80% en peso), previamente activados con
4-aminobencilamina y aldehido tereftalico, de acuerdo con la sintesis en fase
solida por pasos recogida en la Figura 2.8, [90-92,102], la activacion del
soporte se realizara mediante la consecuciéon de un “linker” con la
funcionalizacién adecuada para que la enzima pueda unirse al soporte con un
enlace covalente. Para ello se haran reaccionar los grupos hidroxilos
superficiales de caracter acido del soporte con una diamina,
la 4-aminobencilamina, y posteriormente con un dialdehido aromatico,
el tereftaldialdehido, que aportara un grupo carbonilo terminal, con el que
los grupos amino libres de la enzima formaran el enlace iminico. El proceso de
activacion se lleva a cabo, por tanto, en dos etapas, pudiéndose efectuar en el
mismo matraz de reaccion, tras el lavado conveniente del sélido, tras cada
reaccion. Ademas, ambas reacciones se efecttan de forma rapida y limpia,

en un horno microondas convencional.

La reaccion de los grupos acidos superficiales del soporte, con uno de
los grupos amino terminales de la aminobencilamina, se lleva a cabo mediante
la homogeneizacion en un matraz de 100 ml, de 20 g del soporte
AlPO4/Sepiolita, 80 ml de éter etilico y 4 ml de aminobencilamina (Merck,
99 %), durante una hora en rotavapor a temperatura ambiente. Estas
cantidades proporcionan las condiciones denominadas de “humedad
incipiente” que permiten la homogeneizacion de la mezcla empleando la
minima cantidad de disolvente. A continuacién se elimina el éter etilico, por
calentamiento en bafno de agua en el mismo rotavapor pero sin efectuar vacio,
ya que hierve a 33 °C. A continuaciéon se introduce el matraz en un horno
microondas doméstico donde se le somete, durante quince minutos (en
periodos de 2 minutos), a irradiacion a 380 W. Tras varios lavados con éter
etilico del solido funcionalizado, para eliminar el reactivo que no ha
reaccionado con el sélido, éste se vuelve a impregnar en rotavapor con

aldehido tereftalico, 4 g, que tras eliminar en rotavapor el éter etilico, se
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somete a una nueva activaciéon en microondas, irradiando a 380 W durante
cinco minutos. La alta conjugacion de la molécula enlazada al soporte
inorganico, tras la formacion del enlace iminico, proporciona un color amarillo
intenso al soélido activado. Eliminado el aldehido tereftalico que no ha
reaccionado por lavado con éter etilico, el soporte activado esta listo para ser

empleado en la inmovilizacion de las lipasas.

/ /
/ F—0-H + 1131\17(‘1137C>Nu2 >/ T\Jllf<‘llz—<:>1\m2 (Step I)
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> / F—NH-C H,- -N=—HC -CH=——N-PPL-Enzyme
7,

Figura 2.8. Esquema general para la inmovilizacion de la enzima
(en este caso la PPL) a través de los grupos s-amino de los
residuos de lisina. La activacion del AIPOs+ amorfo soportado por
microondas calentado con 4-aminobenzilamina (paso1l), y
activacion post-sintética con tereftaldicarboxaldehido (paso 2)
antes de la inmovilizacion covalente de la enzima a través de los
residuos de lisina (paso 3).

—

(Step 1I)

(0]
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2.2.2.4
ACTIVACION Y FUNCIONALIZACION DEL SOPORTE
ALPO4/SEPIOLITA SOLO POR REACCION CON
p-HIDROXIBENZALDEHiIDO

Siguiendo la sintesis en fase sélida por pasos recogida en la Figura 2.9
y de acuerdo con la metodologia publicada y patentada [90 - 92, 102], la
funcionalizacion del soporte tiene lugar a través de la reaccion entre 20 g de
soporte y 2 g de p-hidroxibenzaldehido en un horno microondas convencional

(15 minutos, a 380 W, en periodos de 2 minutos).

La activacion del soporte se realiza mediante la consecucion de un
“linker” con la funcionalizacién adecuada para que la enzima pueda unirse al
soporte mediante un enlace covalente. Para ello se haran reaccionar los
grupos hidroxilos superficiales de caracter acido del soporte con un aldehido,
el p-hidroxibenzaldehido, que aportara un grupo carbonilo terminal, con el

que los grupos amino libres de la enzima formaran el enlace iminico.

A o-lC)-
é}‘O'H . Ho_©_CHo — 2‘ 0-{O)-cHo + Hp0 (Step 1)

g.—o—Q—CHo + HoN-Enzyme —» 2‘—0—©-CH=N-Enzyme + HO (Step 2)

Figura 2.9. Esquema general para la inmovilizacion de la enzima a través
de los grupos s-amino de los residuos de lisina. La activacion del AIPO4
amorfo se lleva a cabo por microondas, calentado con
p-hidroxibenzaldehido (paso 1) antes de la inmovilizacion covalente de la
enzima a través de los residuos de lisina (paso 2).
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2.2.2.5
SOPORTE SEPIOLITA DESMINERALIZADA

A fin de evaluar el efecto del tratamiento de desmineralizacion se
realizan una serie de ensayos en los que se emplea la sepiolita de Tolsa S.A,
Vallecas (Madrid), sin ningan tratamiento especial, en forma pura. Estos
resultados se han comparado con los obtenidos cuando esta misma sepiolita
es sometida a un tratamiento acido desmineralizante, como soporte de
la lipasa [22, 23, 90, 102], frente a la produccién de biodiesel mediante la

transesterificacion de aceite de girasol con etanol absoluto.

El tratamiento acido desmineralizante se lleva a cabo a temperatura
ambiente y con agitaciéon magnética en un vaso de precipitado con 400 cm3 de
una disolucién 1 M de HC1 y 40 g de sepiolita. Cada 8 horas, se determina la
presencia de Mg en el sobrenadante empleando “amarillo titdn” como
indicador especifico. El lavado acido se repite hasta que se determina la
ausencia de Mg. Para mantener la estructura fibrosa asi obtenida, el sélido
resultante se mantiene en todo momento en condiciones de humedad
incipiente. Para la inmovilizacién de la enzima se sigue la metodologia descrita
[101], poniendo en contacto en el matraz de reaccion 1.7 g de sepiolita
desmineralizada, 0.04 g de lipasa y 6 ml de etanol absoluto. Antes de efectuar

la reaccion se mantiene a 4 °C con agitacion ocasional, durante 24 horas.

Para llevar a cabo la inmovilizacion de la enzima sobre la sepiolita
natural sin desmineralizar se sigue la metodologia descrita [22, 23, 90],
poniendo en contacto en el matraz de reaccion 5 g de esta sepiolita sin
desmineralizar, 0.2 g de lipasa, 5 ml de etanol absoluto y 5 ml de agua
destilada. Antes de efectuar la reaccién se mantiene con agitacion controlada

en rotavapor (1 hora, 25 °C).
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2.3
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CATALITICA DE LOS
SISTEMAS ENZIMATICOS

Para la obtencion del biodiesel mediante el uso de lipasas se ha
utilizado una enzima comercial de grado alimentario y de bajo coste
(Biolipasa R) suministrada por Biocon®, que ha sido inmovilizada por el
procedimiento anteriormente descrito, ya que de las enzimas estudiadas,
ademas de ser la que ha presentado uno de los mejores comportamientos en
forma libre, es la enzima de menor coste de todas las estudiadas. El aceite de
girasol empleado como sustrato es un aceite comercial para uso alimentario.
La reaccion de transesterificacion se ha llevado a cabo con etanol absoluto

(Panreac, calidad p. a., y riqueza 99.98 %)).

Para la inmovilizacién covalente de la lipasa se ha utilizado
como soporte AlPO4/Sepiolita (20 - 80 % en peso), previamente activado
con 4-aminobencilamina y aldehido tereftalico y con p-hidroxibenzaldehido,
de acuerdo con la sintesis en fase soélida por pasos recogida en las Figuras 2.8
y 2.9, segun la metodologia expuesta anteriormente. También se ha llevado a

cabo su inmovilizacion mediante retencion fisica en sepiolita desmineralizada.

La activacion del soporte (AIPO4/Sepiolita) se lleva a cabo mediante la
consecucion de un “linker”, una cadena organica unida covalentemente al
soporte que termina en un grupo funcional capaz de reaccionar con algun
grupo activo presente en las cadenas proteicas de las enzimas, quedando asi
las enzimas unidas al soporte con enlaces covalentes. Esto se consigue en el
presente caso mediante la reaccion del soporte con p-hidroxibenzaldehido, o
con dos reacciones consecutivas, realizadas en fase sélida, en la primera se
hacen reaccionar los grupos hidroxilos superficiales de caracter acido
Bronsted del soporte con una diamina, la 4-aminobencilamina, y
posteriormente con un dialdehido aromatico, el tereftaldialdehido, que aporta
un grupo carbonilo terminal, con el que los grupos €-amino de las lisinas de la

enzimas forman enlaces iminicos.
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La inmovilizacién de la Biolipasa R se lleva a cabo a temperatura
ambiente, y a dos valores diferentes de pH (7 y 9), al poner en contacto la
cantidad necesaria del s6lido inorganico previamente activado y funcionalizado
(0.5 g) con la cantidad necesaria de la enzima elegida (0.04 g) en el matraz de
reaccion (50 ml) con 6 ml de etanol absoluto. Se agita y guarda en frio
(4 °C, 24 horas), con agitacion ocasional cada tres o cuatro horas, a fin de que
se lleve a cabo la interaccion covalente de los restos de lisina de la lipasa con
los grupos activos (carbonilos aldehidicos). Finalmente, con ayuda de otros
6 mL de etanol adicionados, el sélido que contiene la enzima inmovilizada es
separado por centrifugacion, y el filtrado resultante es separado también para
determinar la cantidad de lipasa que permanece en la disolucion
sobrenadante. La actividad catalitica de esta disolucion es proporcional a la
cantidad de enzima disuelta en la misma, por lo que se puede determinar asi
la cantidad de lipasa que no ha sido covalentemente inmovilizada.
La comparacion de este valor con la actividad de la enzima inmovilizada y libre

permite determinar la cantidad de enzima inmovilizada, y su eficiencia.

La cantidad de enzima retenida por inmovilizacion, se puede saber
calculando el porcentaje de enzima inmovilizada, Einm, que se calcula mediante
la diferencia entre la actividad catalitica de la enzima nativa y la actividad del
sobrenadante separado por centrifugacién en cada uno de los procesos de

inmovilizacion:

rnat - rfil X 100

1 nat

E.

imm ~

La actividad residual después de la inmovilizacion, obtenida del
porcentaje de enzima inmovilizada cataliticamente activa, Es, se determina de

la relacion entre las actividades de la enzima inmovilizada y nativa:

E. = ’—;mm X 100
nat
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La actividad especifica, Egpe, es indicativa de la eficiencia de la enzima
inmovilizada con respecto a la enzima nativa, y se puede obtener de la

siguiente relacion:

2.3.1
SISTEMA FUNCIONALIZADO CON
p-HIDROXIBENZALDEHIDO

Para efectuar las reacciones de transesterificacion con este sistema se
emplea la misma Biolipasa R de Biocon® y aceite de girasol comercial de uso
alimentario. Todas las reacciones de sintesis de biodiesel se realizan con

etanol (Panreac , calidad p. a., y riqueza 99.98 %).

En este caso, se emplea como soporte para efectuar la inmovilizacion
covalente de la lipasa, Sepiolita/AIPO4 funcionalizado con

p-hidroxibenzaldehido.

La eficiencia del proceso de inmovilizacion se confirma mediante
Espectroscopia Ultravioleta Visible con Reflectancia Difusa (UV-vis-RD),

llevada a cabo en un espectrofotometro de UV-RD Varian Carey 1E.

A partir de los correspondientes espectros obtenidos en cada una de las
diferentes etapas se podran evidenciar los cambios producidos en la superficie
del solido inorganico empleado como soporte en los sucesivos tratamientos
que conducen a su funcionalizacién con grupos aldehidos superficiales,

capaces de reaccionar (e inmovilizar) las moléculas de enzima.
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La inmovilizacion de la lipasa tiene lugar mediante el procedimiento
descrito previamente en el apartado anterior. De la misma forma, se sigue la

metodologia anteriormente descrita para evaluar la cantidad de enzima fijada

2.3.2
SISTEMA FUNCIONALIZADO CON
4-AMINOBENCILAMINA Y TEREFTALDIALDEHIDO

Para efectuar las reacciones de transesterificacion con este sistema se
emplea la misma Biolipasa R de Biocon® y aceite de girasol comercial de uso
alimentario. Todas las reacciones de sintesis de biodiesel se realizan con

etanol (Panreac , calidad p. a., y riqueza 99.98 %)).

En este caso, se emplea como soporte para efectuar la inmovilizacion
covalente de la lipasa Sepiolita/AlPO4 funcionalizado con 4-aminobencilamina
y aldehido tereftalico, de acuerdo con la sintesis en fase sélida recogida en la

Figura 2.9, segun la metodologia anteriormente descrita.

La eficiencia del proceso de inmovilizacion se confirma mediante la
técnica de Espectroscopia de Ultravioleta Visible con Reflectancia Difusa
(UV-vis-RD), llevada a cabo en un espectrofotometro de UV-RD Varian Carey
1E, realizando barridos correspondientes a longitudes de onda entre 200 y
900 nm. A partir de los correspondientes espectros obtenidos en cada una de
las diferentes etapas, se pueden evidenciar los cambios producidos en la
superficie del soélido inorganico empleado como soporte, en los sucesivos
tratamientos que conducen a su funcionalizacién con grupos aldehidos
superficiales, capaces de reaccionar (e inmovilizar) con aminoacidos de las

enzimas.

La inmovilizacion de la lipasa tiene lugar a temperatura ambiente, al

poner en contacto la cantidad del soélido inorganico previamente
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funcionalizado (0.5 g) con la cantidad de lipasa elegida (0.04 g), en el matraz
de reaccion (50 ml), con 6 ml de etanol. Se agita y guarda en frio (4 °C,
24 horas), con agitacion ocasional cada tres o cuatro horas, a fin de que se
lleve a cabo la interaccion covalente de los restos de lisina de la enzima con los
grupos activos (carbonilos aldehidicos). Finalmente, con ayuda de otros 6 ml
de etanol adicionados, el solido que contiene la enzima inmovilizada es
separado por centrifugacion, y el filtrado resultante es separado también para
determinar la cantidad de lipasa que permanece en la disolucion
sobrenadante. La actividad catalitica de esta disolucion es proporcional a la
cantidad de enzima disuelta en la misma, por lo que se puede determinar asi
la cantidad de lipasa que no ha sido covalentemente inmovilizada. La
comparacion de este valor con la actividad de la enzima inmovilizada y libre
permite determinar la cantidad de enzima inmovilizada, y la eficiencia de la

misma.

2.3.3
SISTEMA SEPIOLITA DESMINERALIZADA

Para efectuar las reacciones de transesterificacion con estos sistemas se
emplea igualmente la misma Biolipasa R comercial y el mismo aceite de girasol
comercial para uso alimentario, empleado como sustrato. La reaccion de
transesterificacion se ha llevado a cabo con etanol absoluto (Panreac, calidad

p.- a., y riqueza 99.98 %).

A fin de evaluar el efecto del tratamiento de desmineralizacién se
realizan una serie de ensayos en los que se emplea la sepiolita de Tolsa S.A,
Vallecas (Madrid), sin ningan tratamiento especial, en forma pura. Estos
resultados se han comparado con los obtenidos cuando esta misma sepiolita
es sometida a un tratamiento acido desmineralizante, como soporte de
la lipasa [22, 23, 90, 102], frente a la produccién de biodiesel mediante la

transesterificacion de aceite de girasol con etanol absoluto.
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Para la inmovilizaciéon de la enzima se sigue la metodologia descrita
[101], poniendo en contacto en el matraz de reaccion 1.7 g de sepiolita
desmineralizada, 0.04 g de lipasa y 6 ml de etanol. Antes de efectuar las
reacciones, se mantiene el matraz a 4 °C con agitacion ocasional, durante

24 horas.

Para llevar a cabo la inmovilizacion de la enzima sobre la sepiolita
natural sin desmineralizar se sigue la metodologia descrita [22, 23, 90],
poniendo en contacto en el matraz de reaccion 5 g de esta sepiolita sin
desmineralizar, 0.2 g de lipasa, 5 ml de etanol absoluto y 5 ml de agua
destilada. Antes de efectuar la reaccién se mantiene con agitacion controlada

en rotavapor (1 hora, 25 °C).

El solido que contiene la enzima inmovilizada es separado por
centrifugacion, y el filtrado resultante es separado también para determinar la
cantidad de lipasa que permanece en la disolucion sobrenadante. La actividad
catalitica de esta disolucion es proporcional a la cantidad de enzima disuelta
en la misma, por lo que se puede determinar asi la cantidad de lipasa que no
ha sido inmovilizada. La comparacion de este valor con la actividad de la
enzima inmovilizada y libre permite determinar la cantidad de enzima

inmovilizada, y la eficiencia del proceso.

2.3.4
LIPASAS INMOVILIZADAS COMERCIALES

Con la finalidad de comparar el comportamiento de las enzimas
inmovilizadas comerciales con la enzima inmovilizada en el presente trabajo se
han estudiado dos lipasas inmovilizadas de la marca Novozymes®, Lipozyme
RM IM y Novozyme 435, ambas ampliamente utilizadas en la industria e
investigacion. Se pretende explorar la capacidad de estas enzimas comerciales

para la produccion de biocombustible, asi como llevar a cabo una comparativa
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entre el rendimiento de enzimas inmovilizadas comerciales y la enzima

seleccionada en la presente memoria para ser inmovilizada.

Se han llevado a cabo reacciones de transesterificacién con aceite de
girasol y etanol absoluto, en diferentes condiciones de pH, temperatura,
contenido en agua y cantidad de enzima, a fin de evaluar el comportamiento
de esta enzima en el proceso de produccion de biocombustible. Todas las
reacciones se han realizado siguiendo la metodologia anteriormente descrita
para otras lipasas. En todas las reacciones para esta enzima se ha utilizado
una relacién volumeétrica aceite/etanol 12/3.5, ya que ha demostrado ser

apropiada para todas las enzimas estudiadas en el presente trabajo.

2.4
DISENO EXPERIMENTAL ESTADISTICO PARA
EVALUAR LAS VARIABLES DE REACCION

Para estudiar las variables que influyen en el proceso biocatalizado se

han seguido dos metodologias diferentes:

1) Los ensayos OVAT (One Variable At Time) en los que se estudia una variable

dentro de un intervalo de trabajo, mientras las demas permanecen constantes.
Desafortunadamente, este método no permite determinar, con la maxima
certeza, las variables que mas influyen en el proceso, ya que nos limitamos a
investigar Unicamente una parte del intervalo de definicion de la variable.
Por consiguiente, no se observa la influencia conjunta de las diferentes

variables objeto de estudio.

2) El analisis factorial es un método de variacion multiple en el cual, todos los

parametros cambian simultaneamente de manera programada. De este modo
se desarrolla un estudio eficiente y racional de las variables elegidas en todo

su intervalo, que permite obtener una informacion adicional de los efectos



METODOLOGIA EXPERIMENTAL

debidos al conjunto de dos o mas variables [134]. Este tipo de disefio
experimental se estd usando ampliamente en la actualidad para analizar la
influencia de los parametros de reaccion en todo tipo de reacciones,
y concretamente en la produccién enzimatica de biodiesel [135 - 140]. En la
presente Memoria se ha utilizado esta metodologia para analizar el efecto de
las variables mas influyentes en el proceso de transesterificacion enzimatica
llevado a cabo por varias enzimas, mediante el uso del analisis ANOVA.
Inicialmente se aplicoé la metodologia OVAT para la primera enzima estudiada
(PPL) [141], y se pudo comprobar que habia variables que podian tener un
efecto conjunto y se optoé por seguir la metodologia de analisis factorial al

estudio de las restantes enzimas.

El disefio experimental se ha realizado con el software Statgraphics®en
su version S5.1. Las respuestas (factores) elegidas para el analisis han sido
conversion, contenido en FAEE y viscosidad cinematica, los dos primeros
determinados por cromatografia gaseosa y la ultima siguiendo la metodologia
anteriormente citada. La respuesta, o variable dependiente, se puede expresar

como una funcién polinémica de las variables de estudio (factores):

y=by+ E b.x, + Eb,.jx,.xj

En el estudio de la lipasa pancreatica de cerdo (PPL) se han fijado
intervalos de estudio para las siguientes variables: temperatura, relacion
aceite/etanol, pH (diferentes cantidades de disolucion de NaOH de diferentes
concentraciones), cantidad de agua anadida al medio de reaccion, velocidad de
agitacion, tiempo de reaccién y cantidad de enzima empleada en la reaccion.
Es decir, se han fijado todas las variables de reaccion excepto una que se ha

modificado en un intervalo predefinido.

Tras el analisis de los datos obtenidos se observé que algunas variables
influian de forma conjunta, por lo que se optdé por seguir la metodologia de

analisis multivariable para el estudio de las restantes enzimas.
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RESULTADOS

En éste capitulo se exponen, de forma ordenada, los resultados de los
experimentos llevados a cabo con cada una de las lipasas estudiadas en forma
libre. También se exponen los resultados obtenidos en los disenos
experimentales realizados para optimizar las condiciones de reaccion de cada
una de estas lipasa. Asi, se ha estudiado la influencia de las diferentes
variables (temperatura, concentracién, cantidad de agua presente, etc.)
que afectan la reaccion de transesterificacion, atendiendo a varios parametros
de interés, como pueden ser: la conversiéon, contenido en FAEE, mono
y diglicéridos y la viscosidad cinematica, siendo este Ultimo un parametro
clave para la medida de la utilidad de estos biocombustibles para su uso en

motores diesel.

3.1
LIPASA PANCREATICA DE CERDO (PPL)

La PPL es una lipasa extracelular ampliamente estudiada y muy
utilizada en la industria farmacéutica para la resoluciéon de mezclas de
enantiomeros quirales, bien mediante hidrélisis enantioselectivas [142 - 146]
o mediante procesos de transesterificacion o alcohélisis [147]. Esta amplia
utilizacion de las lipasas en Quimica Fina se debe al relativo bajo costo de
estas enzimas y a su accesibilidad comercial, ya que existen diversas
empresas a nivel internacional capaces de proporcionar estos biocatalizadores.
Ademas, estas enzimas presentan alta estabilidad y no requieren el uso de

cofactores.

A pesar de los intentos realizados de aplicar la capacidad de estas

enzimas en las reacciones de transesterificacion para la produccién de
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biodiesel, las conversiones de los triglicéridos a FAME obtenidas, han sido,
en la mayoria de las ocasiones, de 60 - 70 % como maximo [148 - 152].
En este sentido, se ha descrito recientemente [153] la obtencion de
rendimientos superiores, 75 — 95 %, cuando se emplean alcoholes diferentes al
metanol (e.g. etanol, propanol o butanol) en la reaccion de transesterificacion
del aceite de Babast con PPL inmovilizada. Estas limitaciones en los niveles
de conversion, que restringen seriamente la produccién de biodiesel, se han
asociado al caracter 1,3-regioselectivo de muchas lipasas que dificulta realizar
la alcohdlisis de los ésteres de acidos grasos en la posicion 2 del glicerol [29].
Asi, las posiciones 1 y 3 de los triglicéridos son atacadas con mucha mayor
facilidad, que la posiciéon 2, lo que debera ser tenido en cuenta para su
aplicacion a la produccion de biodiesel [30, 154]. Por esta razon, se obtienen
tiempos de reaccion muy largos, al compararse con la catalisis alcalina
[155, 156], ya que las conversiones superiores al 66 % se logran, en la mayoria
de los casos, debido a un proceso paralelo, ya descrito, de 1,2-acilmigracién
que se produce en los glicéridos [31]. En la practica, los resultados descritos
que permiten conversiones elevadas en catalisis enzimatica son debidos a
la participacion de estos procesos de 1,2-acilmigraciéon en los monoglicéridos

inicialmente obtenidos [157, 158].

En cualquier caso, como los tiempos de conversion son
significativamente superiores a los obtenidos con la catalisis alcalina, atin no
se aplican a escala comercial los métodos enzimaticos para la produccion de
biodiesel convencional, es decir, el regulado actualmente por la norma europea
EN 14214. Este biodiesel, obtenido por transesterificacion metandlica de
aceites y grasas, basicamente consigue de una forma sencilla reducir la
viscosidad de esta materia prima en unos ordenes de magnitud de 10 a 20
veces, dejandolos en unos valores proximos al diesel, estimada entre
2 y 5.5cSt. Este parametro es esencial para permitir la sustitucion
del petrodiesel por biocombustibles, ya que el resto de los parametros
descritos en la norma EN 14214 son esencialmente similares [159 - 161].
Los monoglicéridos presentan valores de viscosidad en el rango de los FAME,
siendo los diglicéridos y triglicéridos los responsables de los elevados valores
de viscosidad de los aceites y grasas. Sin embargo, un producto, constituido

por la mezcla obtenida en la alcohdlisis enzimatica 2 FAEE/MG, con valores
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de viscosidad similar a las mezclas habituales de FAEE o FAME, podria ser
considerado perfectamente, desde el punto de vista técnico, como un
biocombustible. Ademas, este biocombustible integra la glicerina, lo que evita
la generaciéon de subproductos y aumenta el rendimiento del proceso.
De hecho, hay en la actualidad diversas lineas que tratan de conseguir la
integracion de la glicerina en el biocombustible ya que los mercados, con la
actual produccién de biodiesel convencional, no son capaces de adsorber
las ingentes cantidades de glicerina generadas [4, 145, 162 - 165]. Ademas,
recientes investigaciones han demostrado que los componentes minoritarios
del biodiesel EN 14214, como son los monoglicéridos, incorporan un

importante aumento del poder lubricante [166 - 170].

En este estudio, entre otras lipasas, se ha utilizado la PPL en la
reaccion de transesterificacion de aceite de girasol con etanol, en un medio
libre de disolvente, como alternativa mas "verde" que el metanol, de acuerdo a
los resultados previamente obtenidos por nuestro grupo [1, 22, 23, 90, 102,
141]. El caracter 1,3-selectivo y el relativo bajo costo de la enzima, permiten
albergar esperanzas respecto a su potencial como biocatalizador en la

produccion de biocombustibles.

Para ello se ha estudiado la influencia de los siguientes parametros: la
temperatura, las proporciones relativas aceite/etanol, el porcentaje de enzima
utilizada como biocatalizador, el pH y la cantidad de agua presente en el
medio de reaccion. Este ultimo parametro tiene una enorme importancia en
este tipo de reacciones y atin mas en medios de reacciéon libres de disolvente,

como es el caso del estudio abordado.
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3.1.1
EFECTO DE LAS VARIABLES EN LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA

El estudio de las variables de reaccion en la actividad enzimatica de la
PPL ha seguido la metodologia O.V.A.T (One Variable At Time), por la que se
han fijado unas condiciones iniciales y se han ido modificando las variables de
estudio de una en una. Este método no aporta informacion sobre el efecto
conjunto de varios parametros de reacciéon, pero si sobre la influencia de las

variables aisladas.

Debido a que nuestro grupo poseia informacion previa sobre esta
enzima [22, 23, 90 ,141 - 143] y de cuales eran las variables mas importantes
en su utilizacion, se decidi6 usar esta metodologia experimental con la
finalidad de evaluar con mas detalle la influencia de aquéllas en los intervalos

de estudio seleccionados para cada una de ellas.

3.1.1.1
INFLUENCIA DE LA RELACION ACEITE/ETANOL EN
LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PPL

El estudio de la influencia de este parametro de reacciéon se ha
investigado utilizando diferentes relaciones volumétricas de aceite/etanol, un
medio de reaccion libre de disolvente y empleando una sola etapa de adicién

de etanol.

Inicialmente se fijaron las condiciones de reaccion (12 ml aceite, 0.01 g
PPL, 50 °C, pH 12, 500 r.p.m. y 30 minutos de reaccién), de acuerdo con los

datos de ensayos previos [22, 23, 141] que indicaban que estos valores eran
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apropiados para obtener unos buenos rendimientos. La Tabla 3.1 muestra los

resultados de las reacciones llevadas a cabo con este proposito.

Tabla 3.1. Rendimiento, conversion, viscosidad y velocidad (TOF), para las reacciones
de transesterificacion utilizando diferentes proporciones aceite/etanol y PPL en forma
libre como catalizador.2

Aceite/Alcohol Viscosidad

(ml/ml) (mol/mol) Cinematica F‘:EE MG:DG 'I;G C(:nv. Tor
40 °C (cSH) (%) (%) (%) (%)  (graee / h g prL)

(12/6) 1/10.3 6.2 69.2 14.6 16.2  82.6 629.7

(12/3) 1/5.1 11.8 51.8 31.2 17 62.4 471.4

(12/2) 1/3.3 14.8 32.9 26.5 40.6 554 299.4

(12/1.5) 1/2.6 18.8 25.9 20.8 53.3 55.6 235.7

a Condiciones de reacciéon: 12 ml (0.01 mol) aceite de girasol, 0.01 g PPL, 50°C, 30 minutos de reaccion,

pH 12 (alcanzado a través de la adicién de 0.1 ml de NaOH 10 N ) y 500 r.p.m.

Como puede apreciarse en la Tabla 3.1, la conversion decrece conforme
aumenta la relacion aceite/etanol, desde 1/10.3 a 1/2.6 mol/mol,
comportamiento que ha sido descrito por otros autores [171, 172], y también
disminuye la capacidad de procesamiento de la PPL expresado como TOF. Este
descenso se ve acompanado de un incremento, tanto de las cantidades de
MG+DG presentes, como de la viscosidad de las mezclas de reaccion

obtenidas.

En las condiciones de reaccion seleccionadas (aceite/etanol 2/1 v/v,
S0 °C, 0.01 g PPL y 30 min de reacciéon) se obtuvo sobre un 83 % de
conversion, un 16 % de triglicéridos no convertidos, asi como un 15 % de
MG+DG (aproximadamente un 2 % DG y un 13 % de MG). También se
obtuvieron buenos valores de viscosidad cinematica (6.2 cSt), lo cual implica
que el biodiesel asi obtenido puede ser potencialmente empleado de forma
directa en motores diesel sin necesidad de mezclarlo con diesel convencional
[1, 173, 174]. Este comportamiento podria ser atribuido al incremento de la
eficiencia difusional asociada al aumento de las cantidades de etanol, ademas

de la influencia de éste parametro en la estequiometria.
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3.1.1.2
INFLUENCIA DEL TIEMPO DE REACCION EN LA
ACTIVIDAD DE LA PPL

En los estudios anteriores realizados por nuestro grupo [22, 23, 90,
141], se emplearon tiempos de reaccion muy variables, pero los resultados
obtenidos inducian a pensar que la mayor parte de la conversion se llevaba a
cabo en tiempos realmente muy cortos, por lo cual se ha considerado la
necesidad de evaluar con mas exactitud este comportamiento. La Tabla 3.2
muestra los datos obtenidos al realizar la reaccion de transesterificacién en las
condiciones indicadas y llevando a cabo un seguimiento durante una hora de
reaccion. Los datos indican que, en efecto, en menos de una hora puede
alcanzarse una conversion cuantitativa operando bajo las condiciones de

reaccion estudiadas.

Es interesante destacar el hecho de que se alcanza la maxima cantidad
teorica posible de FAEE (~66 % teniendo en cuenta el caracter 1,3-selectivo de
la PPL) a tiempos muy cortos de reaccion, sobre 3-5 minutos [23]. El 15 %
adicional de rendimiento en FAEE, obtenido a tiempos mas largos, puede ser
atribuido al proceso ya descrito de 1,2-acilmigracién experimentado por los
monoglicéridos, y favorecido a su vez por el medio de reaccion alcalino

[157, 175 -179].
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Tabla 3.2. Efecto del tiempo de reaccion en la
conversion y rendimiento de las reacciones de
transesterificacion utilizando PPL en forma libre
como catalizador. 2

Tiempo FAEE MG+DG TG Conv.

(minutos) (%) (%) (%) (%)
5 66.2 16.5 17.3 83.1
10 70.7 16.1 13.2 86.5
15 74.5 14.1 11.4 88.1
20 70.4 14.9 14.7 85.7
25 72.1 15.1 12.8 87.2
30 72.8 143 12.9 86.4
40 73.3 175 9.2 92.1
50 81 19 - >99
60 81.8 18.2 - >99

a Condiciones de reaccion: 12 ml (0.01 mol) aceite de girasol,
6 mL etanol, 0.01 g PPL, 50°C, 1 h de reacciéon, pH 12
(alcanzado a través de la adicién de 0.1 ml de NaOH 10 N ) y
500 r.p.m.

3.1.1.3
INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE PPL EN EL MEDIO
DE REACCION

Para evaluar la influencia del peso de enzima utilizado en las reacciones
de transesterificacion, bajo las condiciones experimentales siguientes (relacion
aceite/etanol 2/1, pH 12, 50 °C, 500 r.p.m. y 30 minutos de reaccién), se han

llevado a cabo una serie de experimentos en los que se ha ido aumentando
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progresivamente la cantidad de biocatalizador (PPL) en el medio de reacciéon

(desde 0.01 a 0.06 g).

Tabla 3.3. Rendimiento, conversion y TOF, del biodiesel obtenido en las
reacciones de transesterificacion de aceite de girasol empleando diferentes
cantidades de PPL en forma libre.2

PPL FAEE MG+DG TG Conv. Rend. TOF
(mg) (%) (%) (%) (%) (%) (graee/h g peL)
10 66.4 163 17.3 827  66.4 604.2
20 71.1 9.6  19.3 80.7  71.1 323.5
40  84.4 9.8 58 942 844 192
60 73.8 108 154 84.6  73.8 111.9

a Condiciones de reaccion: 12 ml (0.01 mol) aceite de girasol, 6 ml etanol, 0.01 g
PPL, 50°C, 30 minutos de reaccion, pH 12 (alcanzado a través de la adicién de

0.1 ml de NaOH 10 N ) y 500 r.p.m.

Como puede verse en la Tabla 3.3, las cantidades crecientes de PPL
utilizadas producen un leve efecto en la conversion. Tan solo se observa un
ligero, pero visible, aumento tanto en la conversion como en los rendimientos
a FAEE, desde la adicion de 10 a 40 mg (0.1 - 0.4 %) de PPL, a partir de los
cuales se vuelve a producir un descenso en la conversion. Este hecho puede
posiblemente ser debido a la formacion de agregados entre las moléculas de
enzima (visibles incluso directamente en el matraz de reaccién) que impiden
que muchas de ellas tengan sus centros activos accesibles a los sustratos de

la reaccion.
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3.1.1.4
INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LA
ACTIVIDAD DE LA PPL

Dado el importante incremento de actividad enzimatica a tiempos
iniciales de reaccion, respecto a los previamente calculados a mayores tiempos
de reaccion [25], se ha procedido a estudiar la cinética de las reacciones a
diferentes temperaturas en el intervalo 40 — 60 °C, ya que es donde la PPL
muestra mayor actividad [23]. Para ello se ha tomado como estandar un
tiempo de reaccion intermedio de 60 minutos. Asi, para estudiar el efecto de la
temperatura sobre la actividad de la PPL, frente a la transesterificacion del
aceite de girasol, se han llevado a cabo una serie de reacciones en condiciones
fijas (relacion aceite etanol 2/1, 0.01 g PPL, 0,1 ml NaOH 10 Ny 500 r.p.m.) a
tiempos de reaccion de 60 minutos y a tres diferentes temperaturas. Los

resultados se muestran en la Tabla 3.4.

Se puede comprobar como al aumentar la temperatura se produce una
disminucién tanto de la velocidad del proceso, expresada como TOF, como de
las conversiones. A 40 °C se obtiene practicamente el 100 % de conversion a

los 60 minutos de reacciéon, con rendimientos en torno al 70 % en FAEE.

Tabla 3.4. Composicion, rendimiento, conversion y velocidad, TOF, del biodiesel
obtenido a varias temperaturas de reaccion.2

Temperatura FAEE M+D TG Conv. TOF
(°C) (%) (%) (%) (%) (graee/h geeL)
40b 71,1 28,9 - >99 1294
S0P 69,9 15,6 14,5 85,5 1272.2
60P 65,2 15,4 19,4 80,6 1186.6

a Condiciones de reaccion: 12 ml (0.01 mol) aceite de girasol, 0.01 g PPL, 60 minutos de
reaccion, pH 12 (alcanzado) a través de la adicién de 0.1 ml de NaOH 10 N ) y 500 r.p.m.

b aceite/etanol ratio 2/1 (12 ml aceite/6 mL etanol).
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3.1.1.5
EFECTO DEL CONTENIDO DE AGUA DEL MEDIO DE
REACCION

Las reacciones de alcohodlisis no implican la participacion de moléculas
de agua, por el contrario, su presencia puede promover la hidrolisis de ésteres,
reduciendo asi el rendimiento de la transesterificacién [1,173]. No obstante,
cuando dicha reaccion esta catalizada por lipasas, la cantidad de agua
presente en el medio de reaccion es un parametro de vital importancia para
que la enzima adquiera y conserve una conformacién activa. Por ello se ha
estudiado la influencia del contenido de agua en el medio, adicionando
cantidades crecientes de agua en las siguientes condiciones de reaccion:
relacion volumétrica aceite/etanol 12/6, 0.01 g PPL, 40 °C, pH 12 (0,1 ml
NaOH 10 N), 30 minutos de reaccién y 500 r.p.m. Los resultados se resumen

en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Conversion y viscosidad cinematica del
biodiesel obtenido con diferentes contenidos de agua en
el medio de reaccidn.=

. Viscosidad
Contenido . s . . ys
= 4. Conversion cinematica
H2>0 anadido o o
(%) (%) 40°C
(cSt)
0 89.6 6.2
0.3 84.2 12.6
0.6 54.8 13.8
1.1 34.5 16.9
2.2 14.2 19.4
4.4 15.5 22.0

a Condiciones de reacciéon: 12 ml (0.01 mol) aceite de girasol, 2 ml
etanol, 0.01 g PPL, 30 minutos de reacciéon, pH 12 (alcanzado a

través de la adicion de 0.1 ml de NaOH 10 N)y 500 r.p.m.
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Se observa claramente como se produce un gran descenso en la
conversion a partir de la presencia de solo un 0.3 % de agua en el medio, a
partir de aqui se obtiene un rapido descenso con la presencia de relativamente

pequenas cantidades de agua.

3.1.1.6
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE HIDROXIDO
DE SODIO UTILIZADA PARA AJUSTAR EL pH DEL
MEDIO DE REACCION

Se han llevado a cabo una serie de experimentos utilizando un volumen
constante de disolucién alcalina (0.1 ml), pero con concentraciones variables
de NaOH, utilizada para el ajuste del pH, con la finalidad de estudiar la
influencia del pH en la actividad de la PPL en condiciones optimas de reaccion
y a varias proporciones volumétricas de aceite/etanol. Los resultados se

resumen en la Tabla 3.6.

Se observan altos valores de conversion (cercanos al 80 %) a relaciones
de aceite/alcohol significativamente distintas, modificando simplemente la
concentracion de NaOH utilizada, lo que, parece indicar que no solo el agua
ejerce una gran influencia, sino también la fuerza idonica del medio de

reaccion.
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Tabla 3.6. Conversion de diferentes muestras de biodiesel obtenido con
diferentes concentraciones de NaOH y volumenes de disolucion de NaOH
constantes en el medio de reaccion, y para diferentes proporciones
volumétricas aceite/etanol.2

Conversion Conversion Conversion Conversion

[NaOH] (%) (%) (%) (%)
(N) 12/1.5 12/2.0 12/3.5 12/6.0
(v/v) (v/v) (v/v) (v/v)
1 12.3 21.3 15.1 15.5
2 17.9 34.8 22.1 22.7
3 22.6 39.9 27.9 28.7
4 27.5 52.3 36.0 36.8
S 20.5 57.1 42.4 42.9
6 17.1 67.0 50.3 50.9
7 14.7 68.9 53.2 S53.7
8 14.9 52.2 53.2 61.6
9 15.9 52.8 S57.9 67.2
10 19.0 19.3 65.0 72.7

a Condiciones de reacciéon: 12 ml (0.01 mol) aceite de girasol, 0.01 g PPL, 1 h de
reaccion, 60 °C y 500 r.p.m.
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3.2
LIPOPAN 50 BG

La lipasa Lipopan 50 BG (en adelante L50BG) suministrada por la
empresa Novozymes®, es una lipasa comercializada para corregir las

propiedades de harinas duras para la produccién de pan de gran calidad.

Se trata de una lipasa purificada de caracter 1,3-regioselectivo obtenida
a partir del microorganismo Thermomyces lanuginosus a través de un proceso
de crecimiento por inmersion del organismo Aspergillus oryzae que actua

como hospedador.

Existen en la bibliografia multitud de trabajos dedicados a la
produccion de biodiesel a partir de diferentes aceites y alcoholes mediante la
utilizacion de esta lipasa, aunque es cierto que la gran mayoria de ellos se
centran en la utilizacion de la enzima inmovilizada comercialmente (Lipozyme
TL IM) o con métodos de inmovilizacion particulares [178 - 182]. En la mayoria
de los casos se necesitan tiempos de reaccion de entre 10 y 24 horas, con
cargas de enzima superiores al 10 % con respecto al peso de aceite utilizado y
con contenidos bajos de agua, ademas, las conversiones suelen ser muy bajas
excepto en los casos en los que se provoca el proceso de acil-migraciéon

anteriormente descrito.

3.2.1
EFECTO DE LAS VARIABLES EN LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA

Para evaluar la actividad catalitica y optimizar las condiciones de

reaccion de esta enzima, se ha llevado a cabo un disefio experimental
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multivariable en el que se ha analizado la influencia de la temperatura, el pH y

la relacion aceite/alcohol, asi como la magnitud de esta influencia.

Antes de llevar a cabo el disefio experimental, se realizé6 un estudio mas
pormenorizado de la influencia de la cantidad de enzima utilizada y del agua
presente en el medio de reaccion, ya que se sabia de antemano que son
variables fuertemente influyentes y por eso se han estudiado por separado

simplificando asi el disefio experimental.

El estudio de la influencia de la cantidad de enzima utilizada y del agua
presente en el medio de reaccion ha seguido la metodologia O.V.A.T., por la
que se han fijado unas condiciones iniciales de pH, temperatura y relacion
aceite/alcohol, y se han ido modificando las variables de estudio de una en
una. Este método no aporta informacién sobre el efecto conjunto de varios
parametros de reaccion pero si nos brinda una informacién detallada de la

variable en estudio.

3.2.1.1
EFECTO DEL AGUA ANADIDA

Para estudiar el efecto del agua presente en el medio de reaccion, se ha
realizado una serie de experimentos en los que se ha fijado el pH, la relacion
aceite/etanol y la temperatura (pH 12, por adicion de 75 pl de disoluciéon
acuosa de NaOH 10 N, relacién volumétrica aceite/etanol 12/3.5, temperatura
20 °C y 20 mg de enzima), y se ha incrementado progresivamente la cantidad

de agua presente en el medio de reaccion.

Antes de comenzar cada reaccion se afade la cantidad establecida de
agua desionizada y se deja la muestra en agitacion con el aceite durante unos

15 minutos para que el sistema se homogenice y estabilice.
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Los resultados obtenidos en esta serie de experimentos se muestran en

la Tabla 3.7.

Tabla 3.7. Efecto de la adicion de agua en la composicion y
viscosidad del biodiesel obtenido.

Conversion FAEE MG+DG Viscosidad Ca: t:::lad
(%) (%) (%) (mm2/s) f,eso,
60.4 45.0 15.4 9.6 0.05
66.6 47.6 19.0 9.4 0.11
68.3 45.8 15.3 8.9 0.16
67.9 40.2 27.8 9.1 0.21
65.9 45.2 20.7 9.7 0.28
56.3 28.4 15.3 10.4 0.33
48.7 26.5 24.8 11.9 0.38

a Condiciones de reaccién: 12 ml (0.01 mol) aceite de girasol, 3.5 ml etanol,

0.02 g PPL, pH 12, 1 h de reaccién, 20 °C y 500 r.p.m.

Puede observarse como existe un maximo en la conversién y un minimo
en la viscosidad cinematica de las muestras cuando se anade
aproximadamente entre un 0.16 - 0.21 % en peso con respecto al peso de

aceite utilizado.

3.2.1.2
EFECTO DE LA CANTIDAD DE LIPASA

Para evaluar el efecto de la cantidad de enzima anadida al medio de
reaccion, se ha llevado a cabo una serie de experimentos en la que se han
fijado las condiciones de reaccion (pH 12, por adicion de 75 ul de disolucion
acuosa de NaOH 10 N, relacion aceite/etanol 12/3.5, temperatura 20 °C y

0.20 % de agua anadido).
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Los resultados de estos experimentos se muestran en la Tabla 3.8,
donde se observa como se produce un crecimiento continuo en la conversion
con la adicién de cantidades crecientes de enzima al sistema. Este aumento de
conversion esta acompanado de un descenso en la viscosidad cinematica de

las muestras.

Tabla 3.8. Resultados de los experimentos realizados para evaluar
la influencia del peso de lipasa utilizado.

Conversion FAEE MG+DG Viscosidad Peso Lipasa

(%) (%) (%) (mm?2/s) (mg)
55.9 42.3 26.8 9.5 2.1
63.3 40.2 27.8 9.4 5.5
67.9 40.4 22.9 9.3 10.5
69.1 39.6 16.3 9.0 20.3
73.0 56.8 16.2 8.5 30.2
51.7 26.2 13.1 11.8 40.1
46.3 23.5 12.8 13.4 50.3

a Condiciones de reacciéon: 12 ml (0.01 mol) aceite de girasol, 3.5 ml etanol, pH

12, 1 h de reaccién, 20 °C, 0.20 % agua anadida y 500 r.p.m.

3.2.1.3
DISENO EXPERIMENTAL PARA L50BG

Como ya se ha indicado anteriormente, se ha realizado un disefio
experimental factorial multinivel con la finalidad de analizar la influencia de la
temperatura, el pH y la relaciéon aceite/alcohol, asi como la magnitud de esta
influencia. Para ello se han fijado unos limites a cada variable y se ha
estudiado el efecto de las variables en la conversiéon, la cantidad de FAEE

obtenidos y la viscosidad cinematica de la mezcla final.

Los intervalos de estudio para pH van desde 8 a 12, la temperatura

entre 20 - 60 °C y relaciones volumétricas aceite/etanol entre 12/2 - 12/3.5,
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lo que equivale a relaciones molares de 1/3 - 1/5 aproximadamente. Se ha
fijado la cantidad de agua anadida al medio de reaccion en 0.20 % y el peso de

la enzima en 30 mg para todas las reacciones del disefio experimental.

En la Tabla 3.9 se muestran los parametros analizados en el diseno
experimental, asi como los valores usados como codigos en las matrices del
analisis y sus correspondientes valores reales. Cada experimento se ha
realizado por duplicado para asegurar la reproducibilidad de cada reacciéon y

mejorar asi el modelo.

Tabla 3.9. Parametros analizados en el diseiio factorial:
codigos utilizados y valores reales.

Niveles
Variables Unidad
-1 0 1
Temperatura °C 20 40 60
Aceite/Etanol
ml/ml 12/2 - 12/3.5
ratio (v/v)
pH - 8 10 12

El disefio llevado a cabo consta de 18 experimentos (runs) que son
llevados a cabo por duplicado y en forma aleatoria para minimizar posibles

errores. La secuencia de experimentos a realizar se muestra en la Tabla 3.10.

Una vez realizados los 36 experimentos correspondientes al diseno
propuesto y obtenidos los resultados de los analisis de composicion y
viscosidad cinematica para cada reaccion efectuada, se completéo el mismo
diseio con los datos experimentales (variables respuesta) y se realizd el
analisis de los datos con el software Statgraphics®, el cual se vale de la
aplicacion de un método de analisis multivariable (ANOVA) para establecer las

relaciones entre las variables en estudio.
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Se realizé el analisis de los datos para diferentes variables de salida
(variables independientes), como son conversion, contenido en FAEE y
viscosidad cinematica, para tratar de establecer una correlacién entre los
valores obtenidos para estas variables y los parametros de reacciéon estudiados
(temperatura, relacién aceite/etanol y pH), cuyos resultados se muestran en

los siguientes apartados.



Tabla 3.10. Matriz de experimentos del disefio factorial y las respuestas obtenidas para la conversion, contenido en FAEE y

viscosidad cinematica para la primera y segunda series.

Variables estudiadas Variables de salida
Aceite /Etanol Conversion FAEE V.ISCOS,I d.ad
Run Temperatura pH . cinematica
ratio (%) (%) i
(mm?2s-1)

1 1 0 -1 28.9 10.0 19.5
2 1 -1 -1 43.7 9.0 10.3
3 0 -1 -1 30.7 11.5 14.6
4 -1 0 -1 37.5 12.3 14.5
5 -1 1 1 67.1 46.9 8.9
6 1 1 1 54.3 35.6 9.8
7 -1 -1 -1 39.1 13.7 14.6
8 0 1 -1 48.8 25.2 14.6
9 0 0 1 53.6 24.2 9.8
10 0 0 -1 42.8 17.6 14.2
11 0 1 1 66.7 43.5 9.1
12 1 1 -1 47 23.0 14.7
13 1 -1 1 45 11.6 9.9
14 1 0 1 49.1 17.5 10.6
15 -1 0 1 46.6 24.4 10
16 -1 -1 1 48.9 29.6 9.2
17 0 -1 1 37.8 13.4 10.1
18 -1 1 -1 51.8 34.1 16.5




Repeticion de experimentos Viscosidad

Run Temperatura pH Aceite/ Etanol Conversion (%) FAEE (%) cinemét_ica
ratio (mm?2s-1)
19 0 0 -1 42.9 18.2 14.1
20 -1 1 1 68.4 46.7 8.7
21 -1 -1 -1 38.7 13.1 16.2
22 -1 0 1 45.1 22.7 10.5
23 1 -1 1 46.2 23.3 9.6
24 0 -1 1 36.2 12.8 10.2
25 -1 -1 1 50.1 31.3 9.1
26 0 0 1 54.1 23.9 9.3
27 1 1 1 55.1 25.3 9.4
28 0 -1 -1 28.9 9.1 14.7
29 1 1 -1 45.8 23.0 14.8
30 -1 0 -1 38.2 12.3 14.5
31 1 0 -1 29.2 10.9 20.2
32 1 0 1 48.4 28.3 10.9
33 0 1 -1 47.4 24.6 14.9
34 0 1 1 65.4 42.9 9.3
35 1 -1 -1 41.9 15.4 10.9
36 -1 1 -1 52.3 33.5 14.8
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3.2.1.4
ANALISIS DE LOS DATOS

A partir de los datos mostrados en la Tabla 3.10 y mediante el software
Statgraphics, se ha realizado un analisis estadistico multivariable (ANOVA)
para determinar la correlacion o "efectos" de las variables experimentales
estudiadas con las variables de salida estudiadas (conversion, contenido en

FAEE y viscosidad cinematica).

El software nos brinda diferentes salidas de datos que nos permiten
analizar la influencia de las variables independientes en la variable

dependiente en estudio.

3.2.1.4.1
RESULTADOS PARA CONVERSION

Los datos experimentales obtenidos para la variable de salida

conversion se muestran en la Tabla 3.10.

En la Tabla 3.11 se muestran los datos obtenidos del analisis inicial de
los datos, teniendo en cuenta a todas las variables experimentales estudiadas
asi como sus interacciones de segundo orden, o sea, interacciones de unas

con otras en pares.

En esta tabla se muestran los valores de los efectos de todas las
variables asi como los errores estandar en su determinacion y los coeficientes
V.I.LF. (Factor de Inflacién de Varianza), que al tener todos un valor de 1 es
indicativo de la ortogonalidad y colinealidad del modelo, por lo que es

analizable mediante éste método.
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Tabla 3.11. Efectos estimados para la variable Conversion.

. Error
Efecto Estimado Estandar V.LF.

Promedio 42,8167 1,89109
A:Temperatura -4,1 2,07159 1,0
B:pH 15,2417 2,07159 1,0
C:Aceite/Etanol 11,25 1,69145 1,0
ratio

AA 0,65 3,5881 1,0
AB -4,675 2,53717 1,0
AC -0,583333 2,07159 1,0
BB 10,375 3,5881 1,0
BC 3,55833 2,07159 1,0
Bloque -0,283333 1,69145 1,0

Errores estandar basados en el error total con 26 g.l.

En la siguiente Tabla 3.12, se muestran los resultados del analisis de
varianza (ANOVA) llevado a cabo con los datos experimentales obtenidos para
el modelo anteriormente disefiado. Se destacan en cursiva los datos con un
valor P < 0.05, los cuales indican que esa interaccion entre variables tiene un
efecto significativo sobre la conversion. En este caso, se ha demostrado que las
variables que tienen un efecto significativo sobre la conversién son la relacion

aceite/etanol y el pH, tanto en una relacion simple como de forma cuadratica.

Tabla 3.12. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable Conversion.

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados 1 Medio Razon-F Valor-P
A:Temperatura 100,86 1 100,86 3,92 0,0585
B:pH 1393,85 1 1393,85 54,13 0,0000
C:Aceite/Etanol ratio 1139,06 1 1139,06 44 .24 0,0000
AA 0,845 1 0,845 0,03 0,8577
AB 87,4225 1 87,4225 3,40 0,0768
AC 2,04167 1 2,04167 0,08 0,7805
BB 215,281 1 215,281 8,36 0,0076
BC 75,9704 1 75,9704 2,95 0,0977
Bloques 0,7225 1 0,7225 0,03 0,8683
Error total 669,471 26 25,7489
Total (correlacion) 3685,53 35

R2=281,8351 %

R2 (ajustada por g.l.) = 76,4529 %

Error estandar del estimado = 5,07434 %
Error absoluto medio = 3,64468 %
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También se muestran al pie de la tabla los coeficientes de correlacion R2
y R2 ajustado, que permiten conocer el grado de ajuste de los datos al modelo
propuesto, teniendo en este caso valores aceptables [183, 184, 185] tratandose
de un sistema enzimatico complejo y afectable por muchas variables.
El R2 ajustado nos permite comparar el modelo con otros distintos
independientemente de que el numero de variables estudiadas en uno y otro
sea diferente, ya que es un coeficiente ajustado al numero de grados de

libertad del modelo estudiado.

El software permite también obtener una ecuacion, cuyos coeficientes
se muestran en la Tabla 3.13, que describe el modelo creado y da soluciones
para la variable dependiente en funcién de las combinaciones entre las

variables independientes, sean o no significativas en la respuesta.

Tabla 3.13. Coeficientes de regresion
de la ecuacion propuesta para la
variable Conversion.

Coeficiente Estimado
Constante 42,8167
A:Temperatura -2,05
B:pH 7,62083
C:Aceite/Etanol 5,625
ratio
AA 0,325
AB -2,3375
AC -0,291667
BB 5,1875
BC 1,77917

La ecuacion del modelo ajustado es:

Conversion = 42,8167 - 2,05*T + 7,62083*pH + 5,625*R + 0,325*T?
- 2,3375*T*pH - 0,291667*T*R+ 5,1875*pH2 +
1,77917*pH*R

T; Temperatura
pH; pH
R; Aceite/Etanol ratio
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En la siguiente Tabla 3.14, se muestran los resultados estimados,

usando la ecuacién anterior, para la variable Conversion.

Tabla 3.14. Resultados Estimados para la
variable Conversion.

Valores Valores
Fila observados ajustados
1 28,9 35,9
2 43,7 37,5833
3 30,7 36,6792
4 37,5 39,4167
5 67,1 68,175
6 54,3 58,8167
7 39,1 36,425
8 48,8 48,3625
9 53,6 48,5833
10 42,8 37,3333
11 66,7 63,1708
12 47,0 44,5917
13 45,0 44,6917
14 49,1 46,5667
15 46,6 51,25
16 48,9 44,7
17 37,8 44,3708
18 51,8 52,7833
19 42,9 37,05
20 68,4 67,8917
21 38,7 36,1417
22 45,1 50,9667
23 46,2 44,4083
24 36,2 44,0875
25 50,1 44,4167
26 54,1 48,3
27 55,1 58,5333
28 28,9 36,3958
29 45,8 44,3083
30 38,2 39,1333
31 29,2 35,6167
32 48,4 46,2833
33 47,4 48,0792
34 65,4 62,8875
35 41,9 37,3

36 52,3 52,5
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Si se considera ahora la posibilidad de excluir del modelo propuesto las
variables que segun el analisis ANOVA han resultado ser no significativas para
explicar la conversion, el modelo resultante quedaria simplificado y seguiria

explicando en gran medida la variabilidad presente en los experimentos.

Para ello se han eliminado del modelo inicial todas las variables excepto
pH, la relacion aceite/etanol y la interaccion de segundo orden pH - pH. De
esta forma se obtienen nuevos datos que nos permiten obtener un modelo mas

simplificado, como se muestra en las Tablas 3.15 4 3.17.

Tabla 3.15. Efectos estimados para la variable Conversion

Error

Efecto Estimado . V.LF.
Estandar
Promedio 43,0333 1,58675
B:pH 15,2417 2,244 1,0
C:Aceite/Etanol ratio 11,25 1,83222 1,0
BB 10,375 3,88672 1,0
Bloque -0,28333 1,83222 1,0

Errores estandar basados en el error total con 31 g.l.

Tabla 3.16. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable Conversion

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
B:pH 1393,85 1 1393,85 46,13  0,0000
C:Aceite/Etanol ratio 1139,06 1 1139,06 37,70 0,0000
BB 215,281 1 215,281 7,13 0,0120
Bloques 0,7225 1 0,7225 0,02 0,8781
Error total 936,611 31 30,2133
Total (correlacion) 3685,53 35

R2 = 74,5868 %

R2 (ajustada por g.l.) = 72,2043 %

Error estandar del estimado = 5,49666 %
Error absoluto medio = 4,33704 %

Como se puede observar, los valores de R2 y R2 ajustado son un poco
mas bajos al simplificar el modelo, pero siguen explicando alrededor del 75 %

de la variabilidad.
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Tabla 3.17. Coeficientes de regresion de
la ecuacion propuesta para la variable

Conversion.

Coeficiente Estimado
Constante 43,0333
B:pH 7,62083
C:Aceite/Etanol ratio 5,625
BB 5,1875

La ecuaciéon simplificada del nuevo modelo ajustado es:

Conversién = 43,0333 + 7,62083*pH + 5,625*R + 5,1875*pH2

T; Temperatura
pH; pH
R; Aceite/Etanol ratio

Se puede observar como al eliminar del modelo las variables no
significativas, el sistema queda descrito por una ecuacion mucho mas simple y

con unos estadisticos adecuados para sistemas bioquimicos.

3.2.1.4.2
RESULTADOS PARA CONTENIDO EN FAEE

En la Tabla 3.18 se muestran los valores de los efectos de todas las
variables asi como los errores estandar en su determinacion y los coeficientes
V.LLF, que al tener todos un valor de 1, es indicativo de que el modelo es

perfectamente ortogonal y por tanto analizable mediante este método.
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En la siguiente Tabla 3.19, se muestran los resultados del analisis de
varianza (ANOVA) llevado a cabo con los datos experimentales obtenidos para
el modelo anteriormente disefiado. Se destacan en cursiva los valores con un
valor P < 0.05, los cuales indican que esa interaccion entre variables tiene un
efecto significativo sobre la conversion. En este caso, se ha encontrado que
todas las variables estudiadas tienen un efecto significativo sobre el contenido
en FAEE, no siendo asi para las interacciones de segundo orden entre las
variables, excepto la interaccion pH - pH, que si es estadisticamente

significativa.

En la Tabla 3.20 se pueden ver los coeficientes de la ecuaciéon
propuesta por el software para describir el modelo creado y las soluciones
para la variable dependiente en funcién de las combinaciones entre las

variables independientes, sean o no significativas en la respuesta.

Tabla 3.18. Efectos estimados para la variable contenido en FAEE

. Error
Efecto Estimado Estandar V.LF.

Promedio 17,9778 1,81572

A:Temperatura -7,30833 1,98902 1,0
B:pH 17,5417 1,98902 1,0
C:Aceite/Etanol ratio 10,4111 1,62403 1,0
AA 1,64167 3,44509 1,0
AB -3,2375 2,43605 1,0
AC -2,69167 1,98902 1,0
BB 12,7917 3,44509 1,0
BC 2,275 1,98902 1,0
Bloque 0,788889 1,62403 1,0

Errores estandar basados en el error total con 26 g.l.
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Tabla 3.19. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable contenido en FAEE

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
A:Temperatura 320,47 1 320,47 13,50 0,0011
B:pH 1846,26 1 1846,26 77,78 0,0000
C: Aceite/Etanol ratio 975,521 1 975,521 41,10 0,0000
AA 5,39014 1 5,39014 0,23 0,6377
AB 41,9256 1 41,9256 1,77 0,1954
AC 43,4704 1 43,4704 1,83 0,1876
BB 327,253 1 327,253 13,79 0,0010
BC 31,0538 1 31,0538 1,31 0,2631
Bloques 5,60111 1 5,60111 0,24 0,6312
Error total 617,169 26 23,7373
Total (correlacion) 4214,12 35

R2 = 85,3547 %

R2 (ajustada por g.l.) = 81,0154 %

Error estandar del estimado = 4,87209 %
Error absoluto medio = 3,28816 %

Tabla 3.20. Coeficientes de regresion para la
variable contenido en FAEE.

Coeficiente Estimado
Constante 17,9778
A:Temperatura -3,65417
B:pH 8,77083
C:Aceite/Etanol ratio 5,20556
AA 0,820833
AB -1,61875
AC -1,34583
BB 6,39583
BC 1,1375

La ecuacion del modelo ajustado es:

FAEE = 17,97 - 3,65*T + 8,77*pH + 5,20*R + 0,82*T2 - 1,61*T*pH -
1,34*T*R + 6,39*pH2+ 1,13*pH*R

T; Temperatura
pH; pH
R; Aceite/Etanol ratio
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En la Tabla 3.21, se pueden observar los resultados obtenidos al
introducir las variables utilizadas en cada experimento en la ecuaciéon que
describe al modelo anteriormente obtenido, asi como el resultado experimental
obtenido. La comparacion entre ambos nos ofrece una idea clara de como el

modelo explica la observacion experimental.

Como se puede ver en la Figura 3.19, donde las variables que tienen
un efecto significativo en el contenido en FAEE estan marcadas en cursiva,
no todas las variables tenidas en cuenta en el analisis de los datos tienen
un efecto significativo en la variable de salida en estudio. Es por ello, por lo
que en este caso, como en el anterior, referido a la variable de salida
conversion, se puede rehacer el modelo eliminando las variables que no
ejercen un efecto significativo en el contenido en FAEE, simplificando de

esta forma el modelo que describe al sistema estudiado.

Para ello, se han eliminado del modelo inicial todas las interacciones de
segundo orden entre las variables, excepto la interaccion pH - pH. De esta
forma se obtiene un nuevo modelo mas simplificado, como se muestra en las

Tablas 3.22 a 3.24.
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Tabla 3. 21. Resultados Estimados para la variable
contenido en FAEE.

Valores Valores
. observados ajustados
Fila
1 10,0 10,8903
2 9,0 11,2715
3 11,5 11,1403
4 12,3 15,5069
5 46,9 46,5326
6 35,6 33,2951
7 13,7 12,6507
8 25,2 26,4069
9 24,2 22,7889
10 17,6 12,3778
11 43,5 39,0931
12 23,0 23,3007
13 11,6 16,716
14 17,5 18,6097
15 24,4 28,6097
16 29,6 23,4785
17 13,4 19,2764
18 34,1 31,1549
19 18,2 13,1667
20 46,7 47,3215
21 13,1 13,4396
22 22,7 29,3986
23 23,3 17,5049
24 12,8 20,0653
25 31,3 24,2674
26 23,9 23,5778
27 25,3 34,084
28 9,1 11,9292
29 23,0 24,0896
30 12,3 16,2958
31 10,9 11,6792
32 28,3 19,3986
33 24,6 27,1958
34 42.9 39,8819
35 15,4 12,0604
36 33,5 31,9437
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Tabla 3.22. Efectos estimados para la variable contenido en

FAEE
Efecto Estimado Error V.LF.
Estandar
Promedio 18,525 1,43276
A:Temperatura -7,30833 2,02623 1,0
B:pH 17,5417 2,02623 1,0
C:Aceite/Etanol ratio 10,4111 1,65441 1,0
BB 12,7917 3,50953 1,0
Bloque 0,788889 1,65441 1,0

Errores estandar basados en el error total con 30 g.1.

Tabla 3.23. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable contenido en FAEE

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:Temperatura 320,47 1 320,47 13,01 0,0011
B:pH 1846,26 1 1846,2 74,95 0,0000
C: Aceite/Etanol ratio 975,521 1 975,52 39,60 0,0000
BB 327,253 1 327,25 13,28 0,0010
Bloques 5,60111 1 5,6011 0,23 0,6369
Error total 739,009 30 24,633

Total (correlacion) 4214,12 35

R2 = 82,4635 %

R2 (ajustada por g.1.) = 80,2007 %

Error estandar del estimado = 4,96323 %
Error absoluto medio = 3,7473 %

Tabla 3.24. Coeficientes de regresion
para la variable contenido en FAEE.

Coeficiente Estimado
Constante 18,525
A:Temperatura -3,65417
B:pH 8,77083

C:Aceite/Etanol ratio 5,20556
BB 6,39583
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La ecuacion simplificada del nuevo modelo ajustado es:

FAEE = 18,52 - 3,65*T+ 8,77*pH + 5,20*R + 6,39*pH2

T; Temperatura
pH; pH
R; Aceite/Etanol ratio

Se puede observar como al eliminar del modelo las variables no

significativas, el sistema queda descrito por una ecuaciéon mucho mas simple.

Ademas, es importante destacar que en este caso, al simplificar el
modelo por eliminacion de las variables no significativas, se produce una
mejora en los valores de R2 y R2 ajustado del modelo, lo que indica que el

modelo simplificado se ajusta mejor a la observaciéon experimental.

3.2.1.4.3
RESULTADOS PARA VISCOSIDAD
CINEMATICA

Se ha estudiado también la influencia de los principales parametros de
reaccion en la viscosidad cinematica del biocombustible obtenido. Para ello se
han realizado una serie de 18 experimentos (los mismos que para las variables
de salida conversion y contenido en FAEE, Tabla 3.10) siguiendo un disefio
experimental multifactorial, que mediante un analisis de la varianza, permitira
obtener la relaciéon entre los principales parametros de reacciéon (temperatura,

pH y relacion aceite/etanol) y la variable de salida Viscosidad cinematica.
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En la Tabla 3.25 se muestran los resultados del analisis donde se
pueden observar los efectos de todas las variables asi como los errores

estandar en su determinacion y los coeficientes V.I.F., que al tener todos un

valor de 1 indican que el modelo es perfectamente ortogonal y por tanto

analizable mediante éste método.

El software nos brinda diferentes salidas de datos que nos permiten
analizar la influencia de las variables independientes en la variable

dependiente en estudio.

Tabla 3.25. Efectos estimados para la variable de salida
Viscosidad cinematica.

Error

Efecto Estimado . V.LF.

Estandar

Promedio 12,9458 0,618053
A:Temperatura 0,254167 0,677043 1,0
B:pH 0,504167 0,677043 1,0
C: Aceite/Etanol ratio -5,23611 0,552803 1,0
AA 0,6875 1,17267 1,0
AB 1,01875 0,829205 1,0
AC 0,370833 0,677043 1,0
BB -2,6125 1,17267 1,0
BC -0,99583 0,677043 1,0
Bloque 0,063888 0,552803 1,0

Errores estandar basados en el error total con 26 g.1.

En la siguiente Tabla 3.26, se muestran los resultados del analisis de
varianza (ANOVA) llevado a cabo con los datos experimentales obtenidos para
el modelo anteriormente disenado. Se destacan en cursiva los valores con un
valor P < 0.05, los cuales indican que esa interaccion entre variables tiene un
efecto significativo sobre la conversiéon. En este caso, se ha obtenido que
Unicamente las variables relacion aceite/etanol y la interaccion de segundo
orden de la variable pH, tienen efectos significativos en la viscosidad

cinematica.
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Tabla 3.26. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable de salida Viscosidad

cinematica.
Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Medio Razon-F Valor-P
A:Temperatura 0,387604 1 0,387604 0,14 0,7104
B:pH 1,5251 1 1,5251 0,55 0,4632
C: Aceite/Etanol ratio 246,752 1 246,752 89,72 0,0000
AA 0,945313 1 0,945313 0,34 0,5628
AB 4,15141 1 4,15141 1,51 0,2302
AC 0,825104 1 0,825104 0,30 0,5886
BB 13,6503 1 13,6503 4,96 0,0348
BC 5,9501 1 5,9501 2,16 0,1533
Bloques 0,036736 1 0,0367361 0,01 0,9089
Error total 71,5085 26 2,75033
Total (correlacion) 345,732 35

R2=79,3168 %

R2 (ajustada por g.l.) = 73,1884 %

Error estandar del estimado = 1,65841 %
Error absoluto medio = 1,01549 %

A continuaciéon se muestra la Tabla 3.27, donde se pueden ver los
coeficientes de la ecuacion propuesta por el software para describir el modelo
creado y que da soluciones para la variable dependiente en funcién de las
combinaciones entre las variables independientes, sean o no significativas en

la respuesta.

Tabla 3.27. Coeficientes de regresion
para la variable de salida Viscosidad

cinematica.

Coeficiente Estimado
Constante 12,9458
A:Temperatura 0,127083
B:pH 0,252083
C:Aceite/Etanol ratio -2,61806
AA 0,34375
AB 0,509375
AC 0,185417
BB -1,30625

BC -0,497917
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La ecuacion del modelo ajustado es:

Viscosidad cinematica = 12,94 + 0,12*T + 0,25*pH - 2,61*R +
0,34*T2 + 0,50*T*pH + 0,18*T*R - 1,30*pH? -
0,49*pH*R

T; Temperatura
pH; pH
R; Aceite/Etanol ratio

En la siguiente Tabla 3.28 se muestran los valores experimentales
obtenidos para cada corrida del diseno experimental para la viscosidad
cinematica a 40 °C frente a los valores ajustados por el modelo obtenido,
observandose las diferencias entre los valores reales y ajustados segun el

modelo.

Para simplificar el resultado, se han eliminado del modelo inicial todas
las interacciones de segundo orden entre las variables, excepto la interaccion
pH - pH, asi como todos los parametros de reaccion, excepto la relacion
aceite/alcohol, ya que segin el analisis ANOVA, son estos los Unicos efectos
significativos para esta variable de salida. De esta forma se obtiene un nuevo

modelo mas simplificado, como se muestra en las Tablas 3.29 a 3.31.
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Tabla 3.28. Resultados Estimados
para la variable de salida Viscosidad
cinematica.

Valores Valores
Fila observados ajustados

1 19,5 15,8174
2 10,3 13,2517
3 14,6 13,4757
4 14,5 15,934
5 8,9 8,26562
6 9,8 9,90937
7 14,6 14,3872
8 14,6 14,9757
9 9,8 10,2958
10 14,2 15,5319
11 9,1 8,74375
12 14,7 15,7705
13 9,9 9,38229
14 10,6 10,9521
15 10,0 10,3271
16 9,2 9,77604
17 10,1 9,23542
18 16,5 14,8684
19 14,1 15,5958
20 8,7 8,32951
21 16,2 14,451
22 10,5 10,391
23 9,6 9,44618
24 10,2 9,29931
25 9,1 9,83993
26 9,3 10,3597
27 9,35 9,97326
28 14,7 13,5396
29 14,8 15,8344
30 14,5 15,9979
31 20,2 15,8813
32 10,9 11,016
33 14,9 15,0396
34 9,3 8,80764
35 10,9 13,3156
36 14,8 14,9323
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Tabla 3.29. Efectos estimados para la variable Viscosidad
cinematica.
Efecto Estimado Error V.L.F.

Estandar

Promedio 13,175 0,471293

C:Aceite/Etanol ratio -5,23611 0,544203 1,0

BB -2,6125 1,15443 1,0

Bloque 0,0638889 0,544203 1,0

Errores estandar basados en el error total con 32 g.1.

Tabla 3.30. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable Viscosidad cinematica.

Fuente

Suma de Gl Cuadrad
Cuadrados o Medio

Razén-F Valor-P

C: Aceite/Etanol ratio 246,752 1 246,752

BB
Bloques
Error total

13,6503 1 13,6503
0,0367361 1 0,036736
85,2931 32 2,66541

Total (correlacion) 345,732 35

92,58 0,0000
5,12 0,0306
0,01 0,9073

R2 = 75,3297 %

R2 (ajustada por g.l.) = 73,8345 %
Error estandar del estimado = 1,63261 %
Error absoluto medio = 0,971952 %

Tabla 3.31. Coeficientes
para Viscosidad cinematica.

de regresion

Coeficiente Estimado
constante 13,175
C:Aceite/Etanol ratio -2,61806
BB -1,30625

La ecuaciéon simplificada del nuevo modelo ajustado es:

Viscosidad cinematica = 13,17 - 2,61*R - 1,30*pH?2

T; Temperatura
pH; pH
R; Aceite/Etanol
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Se puede observar como al eliminar del modelo las variables no
significativas, el sistema queda descrito por una ecuacion mucho mas simple y
que continta explicando aproximadamente el 75 % de la variabilidad

producida en los experimentos.

Es importante destacar que, en este caso, al simplificar el modelo por
eliminacion de las variables no significativas, apenas se produce variacién en
los valores de R2 y R2 ajustado del modelo, lo que indica que el modelo
simplificado se ajusta aproximadamente de igual forma a la observacion
experimental que el modelo mas complejo que tiene en cuenta todas las

variables y sus interacciones de segundo orden.

3.2.2
EXPERIMENTOS DE VALIDACION DE LOS MODELOS

Para validar los modelos propuestos, se han llevado a cabo una serie de
tres experimentos, cuyas condiciones de reaccion han sido seleccionadas de

entre el rango de estudio de las variables.

Para ello, en la Tabla 3.32, se muestran las condiciones de
reaccion y los datos de conversion, contenido en FAEE y viscosidad cinematica
para cada experimento llevado a cabo. Se muestran tanto los valores

experimentales obtenidos como los ajustados por cada modelo.



RESULTADOS: LIPASAS EN FORMA LIBRE

Tabla 3.32. Experimentos de validacion de los modelos simplificados para la enzima
Lipopan 50 BG.

Conversion FAEE Viscosidad
Temperatura pH Aceite/Etanol (%) (%) (mm2/s)
°C ratio Exp. Ajust. Exp. Ajust. Exp. Ajust.
25 11.5 12/2.9 40.6 429 435 415 9.0 9.8
30 10.5 12/2.75 46.7 439 26.2 27.0 11.7 11.0
50 9 12/2.3 47.6 51.8 188 173 12.1 11.1

3.2.3
INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Finalmente, para tener datos mas precisos de la influencia de la
temperatura, se han realizado una serie de experimentos en las condiciones
optimas anteriormente obtenidas pero haciendo ahora un barrido mas amplio
de temperatura. De esta forma queremos cerciorarnos de que realmente la
enzima no presenta un maximo de actividad enmascarado en la zona de
estudio y que presenta realmente una relaciéon practicamente lineal y de

pendiente negativa.

Los datos de estos experimentos se muestran en la Tabla 3.3.
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Tabla 3.33. Influencia de la temperatura en la actividad enzimatica de la lipasa
Lipopan 50 BG en el rango entre 20 y 60 °C.

Temperatura Conversion FAEE MG+DG TG Viscosidad Peso

(°C) (%) (%) (%) (%) (mm?2/s) Lipasa
(mg)
20 68.9 47.9 20.9 31.1 8.4 5.2
30 61.0 40.6 20.5 39.9 8.8 5.1
35 57.7 31.4 26.3 42.3 9.9 5.5
40 53.2 39.3 13.9 46.7 9.4 5.4
50 53.3 36.8 16,5 46.7 9.9 5.5
60 48.6 40.9 7,7 51.4 9.0 5.2

Como puede observarse, se produce un descenso practicamente lineal en

la conversion al aumentar la temperatura de reaccion.
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3.3
BIOLIPASA R

La enzima Biolipasa R (en adelante LR), suministrada por la empresa
Biocon®, es una lipasa comercializada para uso alimentario. Se trata de un
preparado enzimatico en forma de soélido fino que estd mayoritariamente
compuesto por lipasa purificada y de caracter 1,3-regioselectivo obtenida a

partir del microorganismo Rhizopus oryzae.

La eleccion de esta enzima es muy interesante ya que se trata de una
lipasa con una gran actividad lipolitica, de muy bajo coste y con una elevada
regioselectividad [186]. Seria muy interesante optimizar las condiciones de
reaccion para que esta enzima lleve a cabo de forma eficiente la reaccion de
transesterificacion de aceites. AUn mas interesante seria poder inmovilizar
dicha enzima, ya que tendriamos la oportunidad de reutilizarla por lo que el

coste decreceria todavia mas.

3.3.1
EFECTO DE LAS VARIABLES EN LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA

Para llevar a cabo una evaluaciéon de la actividad enzimatica y optimizar
las condiciones de reacciéon de esta enzima, se ha realizado un disefo
experimental multivariable en el que se ha analizado la influencia de la
temperatura, el pH y la relacion aceite/etanol, asi como la magnitud de esta

influencia.

Antes de llevar a cabo el disefio experimental, se realizo, al igual que

para la lipasa L50 BG, un estudio mas pormenorizado de la influencia de la
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cantidad de enzima utilizada y del agua presente en el medio de reaccién, ya
que se sabia de antemano que son variables fuertemente influyentes. Por ello
ambas variables se han estudiado por separado, obteniendo asi una
informacion mas detallada de su influencia, simplificando asi el posterior
disenio experimental. Dicho estudio ha seguido también en este caso la
metodologia O.V.A.T (One Variable At Time), por la que se han fijado unas
condiciones iniciales de pH, temperatura y relaciéon aceite alcohol, y se han ido

modificando las variables de estudio de una en una.

3.3.1.1
EFECTO DEL AGUA ANADIDA

El efecto del agua presente en el medio de reaccién se ha estudiado
mediante la realizacion de una serie de experimentos en los que se han fijado
el pH, la relacién aceite/etanol y la temperatura a los mismos valores que los
considerados para la lipasa L50 BG (pH 12, por adiciéon de 75 uL de disolucién
acuosa de NaOH 10 N, relacion aceite/etanol 12/3.5, temperatura 30 °C y
20 mg de enzima), y se ha ido incrementando la cantidad de agua presente en

el medio de reacciéon por adicion de ésta.

Antes de comenzar cada reaccion se anade la cantidad establecida de
agua desionizada y se deja la muestra en agitacion con el aceite durante unos

15 minutos para que el sistema se homogenice y estabilice.

Los resultados obtenidos en esta serie de experimentos se muestran en
la Tabla 3.34, donde se puede observar como se alcanza un maximo de
conversion y un minimo de viscosidad con la adicion de 0.15 % de agua al

sistema.



RESULTADOS: LIPASAS EN FORMA LIBRE

Tabla 3.34. Efecto de la adicion de agua en la composicion

y viscosidad del biodiesel obtenido.

Conversion FAEE MG+DG Viscosidad Ca: t:::‘ad
(%) (%) (%) (mm2/s) o SCE
81.4 50.6 30.8 8.9 0.05
81.1 45.9 35.2 9.0 0.10
83.2 41.2 42.0 8.4 0.15
71.2 34.7 36.5 9.3 0.20
65.1 38.5 26.6 9.5 0.25

3.3.1.2
EFECTO DE LA CANTIDAD DE LIPASA

Se ha llevado a cabo una serie de experimentos para evaluar el efecto de
la cantidad de enzima anadida al medio de reaccion. En estos experimentos se
han fijado las condiciones de reaccion (pH 12, por adicion de 75 uL de
disolucion acuosa de NaOH 10N, relacién aceite/etanol 12/3.5, temperatura

20 °Cy 0.15 % de agua anadida).

Los resultados de estos experimentos se muestran a continuaciéon en la
Tabla 3.35, donde se puede observar como existe un maximo de conversion
con la adicion de 20 mg de lipasa y un posterior decrecimiento con el aumento

de la cantidad de lipasa afnadida.
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Tabla 3.35. Resultados de los experimentos realizados para
evaluar la influencia del peso de lipasa utilizado.

Convoersién Fl(\)EE MGL+DG Viscoszidad LIi’:asl(s)a
(%) (%) (%) (mm?2/s) (mg)
65.9 29.4 36.5 9.3 1.0
72.8 33.0 39.8 9.2 2.0
78.1 34.9 43.2 9.0 5.2
78.8 35.9 42.9 9.4 10.0
82.5 33.1 49 4 8.5 20.5
75.2 30.4 44.8 9.4 30.5

3.3.1.3
DISENO EXPERIMENTAL PARA LA BIOLIPASA R

Como ya se ha indicado anteriormente, se ha realizado un disefio
experimental factorial multinivel con la finalidad de analizar la influencia de la
temperatura, el pH y la relacion aceite/alcohol, asi como la magnitud de esta
influencia. Para ello se han fijado unos limites a cada variable y se ha
estudiado el efecto de las variables en la conversiéon, la cantidad de FAEE

obtenidos y la viscosidad cinematica de la mezcla final.

Los intervalos de estudio para pH van desde 8 a4 12, la temperatura
entre 20 - 60 °C y las relaciones volumétricas aceite/etanol entre 12/2 -
12/3.5, lo que equivale aproximadamente a relaciones molares de 1/3 - 1/5.
Se ha fijado la cantidad de agua anadida al medio de reaccién en 0.15 % y el

peso de enzima en 20 mg, para todas las reacciones del disefio experimental.

En la Tabla 3.36 se muestran los parametros analizados en el diseno
experimental, asi como los valores normalizados usados en las matrices del
analisis y sus correspondientes valores reales. Se ha llevado a cabo cada
experimento por duplicado para asegurar la reproducibilidad de cada reaccién

y mejorar asi el modelo.
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Tabla 3.36. Parametros analizados en el disefio factorial: cédigos
utilizados y valores reales.

Niveles
Variables Unidad
-1 0 1
Temperature °C 20 40 60
Aceite/Etanol ratio
ml/ml 12/2 - 12/3.5
(v/v)
pH - 8 10 12

El disefio propuesto consta de 18 experimentos (runs) que son llevados
a cabo por duplicado y aleatorizados para minimizar los posibles errores. La
secuencia de experimentos a realizar se muestra en la Tabla 3.37, asi como
los resultados obtenidos para la conversion y viscosidad cinematica para los
36 experimentos efectuados en el disefio, y los de los experimentos efectuados

para validar el modelo una vez terminado.

Una vez realizadas las 36 reacciones test correspondientes al diseno
experimental propuesto y obtenidos los resultados de los analisis de
composicion y viscosidad cinematica para cada reaccion efectuada, se
completé el disefio con los datos experimentales (variables respuesta) y se
realiz6 el analisis de los datos con el software Statgraphics, el cual se vale de
la aplicacion de un método de analisis multivariable (ANOVA de varios

factores) para estudiar la significancia estadistica de cada variable.

Se realizé el analisis de los datos para diferentes variables de salida
(variables independientes), como son: conversion, contenido en FAEE y
viscosidad cinematica, para tratar de establecer una correlaciéon entre los
valores obtenidos para estas variables y los parametros de reacciéon estudiados
(temperatura, relacién aceite/etanol y pH), cuyos resultados se muestran en

los siguientes apartados.






Tabla 3.37. Matriz de experimentos del disefio factorial y las respuestas obtenidas para la conversion, contenido en FAEE y

viscosidad cinematica tanto para la primera como para la segunda serie para la enzima Biolipasa R.

Variables estudiadas Variables de salida
. Viscosidad
Run Temperatura pH Aceltrea/ t]i;[anOl Conversion (%) FAEE (%) cinematica
(mm?Z2s-1)

1 -1 0 1 81.2 43.5 8.8
2 1 -1 -1 44.7 31.9 8.7
3 0 0 1 70 43.5 12.6
4 1 1 1 75.8 42.1 13.8
5 -1 1 1 83.6 47.6 9.8
6 0 1 -1 67.1 39.6 9.4
7 -1 -1 1 74.8 40.6 14
8 1 1 -1 55.5 34.8 13.5
9 1 0 -1 47.2 32.4 14.2
10 -1 1 -1 60 36.2 9.8
11 1 0 1 75.9 43.8 9.3
12 0 -1 -1 46.8 32.6 14.3
13 0 0 -1 51.6 32.4 13.3
14 0 -1 1 60.8 38.5 13.5
15 0 1 1 81.1 49.7 8.6
16 -1 -1 -1 47.9 32.6 9.1
17 1 -1 1 73.4 43.7 8.5

-1 0 -1 55 34.9 13.2

—
oo




Repeticion de experimentos Viscosidad

Run Temperatura pH Aceite/ Etanol Conversion (%) FAEE (%) cmemat_lca
ratio (mm2s-1)
19 1 0 -1 46.2 31.5 14.3
20 0 0 1 73.2 40.7 12.2
21 0 -1 -1 47.2 31.9 14.1
22 -1 0 -1 56.2 35.3 13.1
23 1 1 -1 54.3 34.5 13.8
24 -1 1 -1 58.1 35.7 9.4
25 1 -1 1 4.7 43.1 8.3
26 -1 -1 -1 48.2 32.6 9.2
27 1 0 1 75 43.8 9.7
28 0 1 1 83.3 46.9 8.2
29 -1 -1 1 76.3 42.2 12.3
30 -1 1 1 83.2 47.3 9.8
31 0 0 -1 50.3 32.8 13.6
32 1 1 1 74.3 42.9 13.9
33 1 -1 -1 45.9 32.2 8.4
34 0 1 -1 65.8 39.9 9.8
35 0 -1 1 59.7 36.9 14
36 -1 0 1 80.8 44.6 9
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3.3.1.4
ANALISIS DE LOS DATOS

A partir de estos datos y mediante el software Statgraphics, se ha
realizado un analisis estadistico multivariable (ANOVA) para determinar la

correlacion o "efectos" de las variables experimentales estudiadas con las

variables de salida (conversion, contenido en FAEE y viscosidad cinematica).

El software nos brinda diferentes salidas de datos que nos permiten
analizar la influencia de las variables independientes en la variable

dependiente en estudio.

3.3.1.4.1
RESULTADOS PARA LA CONVERSION

Los datos experimentales obtenidos para la variable de salida

conversion se muestran en la Tabla 3.37.

En la Tabla 3.38 se muestran los datos obtenidos del analisis inicial de
los datos, teniendo en cuenta a todas las variables experimentales estudiadas
asi como sus interacciones de segundo orden, o sea, interacciones de unas

con otras a pares.

En esta tabla se muestran los valores de los efectos de todas las
variables asi como los errores estandar en su determinacion y los coeficientes
V.ILF. (Factor de Inflacion de Varianza), que al tener todos un valor de 1 es

indicativo de que el modelo es perfectamente ortogonal y por tanto analizable
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mediante éste método, ademas de existir una gran colinealidad entre los

efectos estudiados.

Tabla 3.38. Efectos estimados para la variable Conversion.

Error

Efecto Estimado . V.LF.
Estandar
Promedio 62,5944 1,67228
A:Temperatura -5,2 1,8319 1,0
B:pH 11,8083 1,8319 1,0
C:Aceite/Etanol ratio 22,7278 1,49574 1,0
AA 2,86667 3,17294 1,0
AB -2,0625 2,24361 1,0
AC 0,0666667 1,8319 1,0
BB 1,44167 3,17294 1,0
BC -1,54167 1,8319 1,0
Bloque 0,0166667 1,49574 1,0

Errores estandar basados en el error total con 26 g.l.

En la Tabla 3.39, se muestran los resultados del analisis de varianza
(ANOVA) llevado a cabo con los datos experimentales obtenidos para el modelo
anteriormente disefiado. Se destacan en cursiva los valores con un valor
P <0.05, los cuales indican que esa interaccion entre variables tiene un efecto
significativo sobre la conversion. En este caso, se ha obtenido que las
variables que tienen un efecto significativo sobre la conversién son la relacion

aceite/etanol, el pH y la temperatura.
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Tabla 3.39. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable Conversion.

Suma de Cuadrado Razén-

Fuente Cuadrados Gl Medio F Valor-P
A:Temperatura 162,24 1 162,24 8,06 0,0087
B:pH 836,62 1 836,62 41,55 0,0000
::fiﬁe‘te/ Etanol 4648,97 1  4648,97 230,89  0,0000
AA 16,4356 1 16,4356 0,82 0,3746
AB 17,0156 1 17,0156 0,85 0,3664
AC 0,0266667 1 0,0266667 0,00 0,9712
BB 4,15681 1 4,15681 0,21 0,6533
BC 14,2604 1 14,2604 0,71 0,4077
Bloques 0,0025 1 0,0025 0,00 0,9912
Error total 523,511 26 20,1351

Total (correlacion) 6223,24 35

R2=91,5878 %

R2 (ajustada por g.l.) = 89,0953 %

Error estandar del estimado = 4,48721 %
Error absoluto medio = 2,91902 %

También se muestran al pie de la tabla los coeficientes de correlacion R2
y R2 ajustado, que permiten conocer el grado de ajuste de los datos al modelo
obtenido, teniendo en este caso valores bastante significativos. E1 R2 ajustado
nos permite comparar el modelo con otros distintos independientemente de
que el namero de variables estudiadas en uno y otro sea diferente, ya que es

un coeficiente ajustado al namero de grados de libertad del modelo estudiado.

El software permite también obtener una ecuacién, cuyos coeficientes
se muestran en la Tabla 3.40, que describe el modelo creado y permite
obtener soluciones para la variable dependiente en funcién de las
combinaciones entre las variables independientes, sean o no significativas en

la respuesta.
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Tabla 3.40. Coeficientes de regresion de
la ecuacion propuesta para la variable

Conversion.

Coeficiente Estimado
Constante 62,5944
A:Temperatura -2,6
B:pH 5,90417
C:Aceite/Etanol ratio 11,3639
AA 1,43333
AB -1,03125
AC 0,0333333
BB 0,720833
BC -0,770833

La ecuacion del modelo ajustado es:

Conversién = 62,59 - 2,60*T + 5,90*pH + 11,36*R + 1,43*T2 -
1,03*T*pH + 0,03*T*R + 0,72*pH2 - 0,77*pH*R

T; Temperatura
pH; pH
R; Aceite/Etanol v/v ratio

En la siguiente Tabla 3.41, se muestran los resultados estimados,

usando la ecuacién anterior, para la variable conversion.
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Tabla 3.41. Resultados Estimados para la
variable Conversion.

Valores Valores
Fila Observados Ajustados

1 81,2 77,95

2 44,7 45,0993
3 70,0 73,95

4 75,8 77,6396
S 83,6 84,8354
6 67,1 58,6181
7 74,8 72,5062
8 55,5 56,3868
9 47,2 50,0222
10 60,0 63,716
11 75,9 72,8167
12 46,8 45,2681
13 51,6 51,2222
14 60,8 69,5375
15 81,1 79,8042
16 47,9 48,3035
17 73,4 69,4354
18 55,0 55,2889
19 46,2 50,0389
20 73,2 73,9667
21 47,2 45,2847
22 56,2 55,3056
23 54,3 56,4035
24 58,1 63,7326
25 74,7 69,4521
26 48,2 48,3201
27 75,0 72,8333
28 83,3 79,8208
29 76,3 72,5229
30 83,2 84,8521
31 50,3 51,2389
32 74,3 77,6563
33 45,9 45,116
34 65,8 58,6347
35 59,7 69,5542
36 80,8 77,9667
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Si se considera ahora la posibilidad de excluir del modelo propuesto las
variables que segun el analisis ANOVA han resultado ser no significativas para
explicar la conversion, el modelo resultante quedaria simplificado y seguiria

explicando en gran medida la variabilidad presente en los experimentos.

Para ello se han eliminado del modelo inicial todas las variables excepto
pH, relaciéon aceite/etanol y la temperatura. De esta forma se obtienen nuevos
datos que nos permiten obtener un modelo mas simplificado, como se muestra

en las Tablas 3.42 a 3.44.

Tabla 3.42. Efectos estimados para la variable Conversion

Efecto Estimado Error V.LF

Estandar
Promedio 64,0306 0,718051
A:Temperatura -5,2 1,75886 1,0
B:pH 11,8083 1,75886 1,0
C:Aceite/Etanol ratio 22,7278 1,4361 1,0
Bloque 0,0166667 11,4361 1,0

Errores estandar basados en el error total con 31 g.l.

Tabla 3.43. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable Conversion

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Medio Razon-F Valor-P
A:Temperatura 162,24 1 162,24 8,74 0,0059
B:pH 836,62 1 836,62 45,07 0,0000
C:Aceite/Etanol ratio 4648,97 1 4648,97 250,46 0,0000
Bloques 0,0025 1 0,0025 0,00 0,9908
Error total 575,407 31 18,5615
Total (corr.) 6223,24 35

R2 =90,7539 %

R2 (ajustada por g.l.) = 89,8871 %

Error estandar del estimado = 4,30831 %
Error absoluto medio = 2,99931



RESULTADOS: LIPASAS EN FORMA LIBRE

Como se puede observar, los valores de R2 y R2 ajustado son un poco
mas bajos al simplificar el modelo, pero siguen explicando algo mas del 90 %

de la variabilidad en la conversion.

Tabla 3.44. Coeficientes de regresion de
la ecuacion propuesta para la variable

Conversion.

Coeficiente Estimado
Constante 64,0306
A:Temperatura -2,6
B:pH 5,90417

C:Aceite/Etanol ratio 11,3639

La ecuaciéon simplificada del nuevo modelo ajustado es:

Conversion = 64,03 - 2,60*T + 5,90*pH + 11,36*R

siendo:

T; Temperatura
pH; pH
R; Aceite/Etanol v/v ratio

Se puede observar como al eliminar del modelo las variables no
significativas, el sistema queda descrito por una ecuacion mucho mas simple,
en este caso, sin efectos de segundo orden. Ademas, en todos los ensayos se

obtiene un error estandar para el pronéstico del 4.3 %.
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3.3.1.4.2
RESULTADOS PARA CONTENIDO EN FAEE

En la Tabla 3.45 se muestran los valores de los efectos de todas las
variables asi como los errores estandar en su determinacion y los coeficientes
V.LLF, que al tener todos un valor de 1 es indicativo de que el modelo es

perfectamente ortogonal y por tanto analizable mediante este método.

El software nos brinda diferentes salidas de datos que nos permiten
analizar la influencia de las variables independientes en la variable

dependiente en estudio.

En la Tabla 3.46, se muestran los resultados del analisis de varianza
(ANOVA) realizado con los datos experimentales obtenidos para el modelo
anteriormente disefiado. Se destacan en cursiva los valores con un valor
P < 0.05, los cuales indican que esa interaccion entre variables tiene un efecto
significativo sobre la conversiéon. En este caso, se ha obtenido que todas

variables estudiadas tienen un efecto significativo sobre el contenido en FAEE.

En la Tabla 3.47 se pueden ver los coeficientes de la ecuacion
propuesta por el software para describir el modelo creado y que da soluciones
para la variable dependiente en funciéon de las combinaciones entre las

variables independientes, sean o no significativas en la respuesta.
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Tabla 3.45. Efectos estimados para la variable contenido en

FAEE.
Efecto Estimado Error V.LF.
Estandar
Promedio 38,2944 0,747621
A:Temperatura -1,36667 0,818978 1,0
B:pH 4,.86667 0,818978 1,0
C:Aceite/Etanol ratio 9,31111 0,668693 1,0
AA -0,0833333 1,41851 1,0
AB -1,925 1,00304 1,0
AC 0,3 0,818978 1,0
BB 1,46667 1,41851 1,0
BC 0,383333 0,818978 1,0
Bloque -0,311111 0,668693 1,0

Errores estandar basados en el error total con 26 g.l.

Tabla 3.46. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable contenido en FAEE.

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Medio Razon-F Valor-P
A:Temperatura 11,2067 1 11,2067 2,78 0,1072
B:pH 142,107 1 142,107 35,31 0,0000
féﬁﬁe‘tel Etanol 780,271 1 780,271 193,89  0,0000
AA 0,0138889 1 0,0138889 0,00 0,9536
AB 14,8225 1 14,8225 3,68 0,0660
AC 0,54 1 0,54 0,13 0,7171
BB 4,30222 1 4,30222 1,07 0,3107
BC 0,881667 1 0,881667 0,22 0,6436
Bloques 0,871111 1 0,871111 0,22 0,6456
Error total 104,633 26 4,02435
Total (corr.) 1059,65 35

R2=90,1257 %

R2 (ajustada por g.1.) = 87,2 %

Error estandar del estimado = 2,00608 %
Error absoluto medio = 1,30895 %
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Tabla 3.47. Coeficientes de regresion para la
variable contenido en FAEE.

Coeficiente Estimado
Constante 38,2944
A:Temperatura -0,683333
B:pH 2,43333
C:Aceite/Etanol ratio 4,65556
AA -0,0416667
AB -0,9625
AC 0,15
BB 0,733333
BC 0,191667

La ecuacion del modelo ajustado es:

FAEE = 38,29 - 0,68*T + 2,43*pH + 4,65*R - 0,04*T2 - 0,96*T*pH +
0,15*T*R + 0,73*pH2 + 0,19*pH*R

siendo:

T; Temperatura
pH; pH
R; Aceite/Etanol v/v ratio

En la Tabla 3.48, se pueden observar los resultados alcanzados al
introducir las variables utilizadas en cada experimento en la ecuaciéon que
describe al modelo anteriormente propuesto, asi como el resultado
experimental obtenido, pudiéndose comparar ambos alcanzando una idea

clara de como el modelo explica la observaciéon experimental.

Como se puede ver en la Figura 3.46, donde las variables que tienen un
efecto significativo en el contenido en FAEE (valor P < 0.05) estan marcadas en
cursiva, no todas las variables tenidas en cuenta en el analisis de los datos
tienen un efecto estadisticamente significativo en la variable de salida
contenido en FAEE. Es por ello, por lo que en este caso, como en el anterior
referido a la variable de salida conversion, se puede rehacer el modelo

eliminando las variables que no ejercen un efecto significativo en el contenido
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en FAEE, simplificando de esta forma el modelo que describe al sistema
estudiado. En consecuencia, se han eliminado del modelo inicial todas las
interacciones de segundo orden entre las variables, excepto pH y la relacion
aceite/etanol. De esta forma se obtiene un nuevo modelo mas simplificado,

como se muestra en las Tablas 3.49 a 3.51.

Tabla 3.48. Resultados Estimados para la
variable contenido en FAEE.

Valores Valores
Fila Observados Ajustados

1 43,5 43,5972
2 31,9 32,3736
3 43,5 43,1056
4 42,1 44,9264
5 47,6 47,9181
6 39,6 36,7694
7 40,6 40,7431
8 34,8 34,9319
9 32,4 32,9194
10 36,2 38,5236
11 43,8 42,5306
12 32,6 32,2861
13 32,4 33,7944
14 38,5 41,2139
15 49,7 46,4639
16 32,6 32,1153
17 43,7 41,6014
18 34,9 34,5861
19 31,5 32,6083
20 40,7 42,7944
21 31,9 31,975
22 35,3 34,275
23 34,5 34,6208
24 35,7 38,2125
25 43,1 41,2903
26 32,6 31,8042
27 43,8 42,2194
28 46,9 46,1528
29 42,2 40,4319
30 47,3 47,6069
31 32,8 33,4833
32 42,9 44,6153
33 32,2 32,0625
34 39,9 36,4583
35 36,9 40,9028
36 44,6 43,2861
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Tabla 3.49. Efectos estimados para la variable contenido en FAEE.

Error

Efecto Estimado . V.LF.
Estandar
Promedio 38,7556 0,344097
B:pH 4,.86667 0,842862 1,0
C:Aceite/Etanol ratio 9,31111 0,688194 1,0
Bloque -0,311111 0,688194 1,0

Errores estandar basados en el error total con 30 g.1.

Tabla 3.50. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable contenido en FAEE.

Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
B:pH 142,107 1 142,107 33,34 0,0000
C:Aceite/Etanol ratio 780,271 1 780,271 183,05 00,0000
Bloques 0,871111 1 0,871111 0,20 0,6543
Error total 136,4 32 4,2625
Total (corr.) 1059,65 35

R2=287,1278 %

R2 (ajustada por g.l.) = 86,3477 %

Error estandar del estimado = 2,06458 %
Error absoluto medio = 1,59444 %

Tabla 3.51. Coeficientes de regresion
para la variable contenido en FAEE.

Coeficiente Estimado
Constante 38.7556
B:pH 2.43333

C:Aceite/Etanol ratio 4.65556

La ecuaciéon simplificada del nuevo modelo ajustado es:

FAEE = 38.75 + 2.43*pH + 4.65*R

siendo:

T; Temperatura
pH; pH
R; Aceite/Etanol v/v ratio
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Puede observarse como eliminando del modelo las variables no
significativas, el sistema queda descrito por una ecuaciéon mucho mas simple y

sigue explicando mas del 87 % de la variabilidad en contenido en FAEE.

3.3.1.4.3
RESULTADOS PARA LA VISCOSIDAD
CINEMATICA

Se ha intentado llevar a cabo un ajuste matematico para la variable de
salida viscosidad cinematica para la enzima LR, pero no ha sido posible, ya
que como se muestra a continuacion, en la Tabla 3.52, no existe significacion
estadistica suficiente que indique correlacion de algtn tipo entre las variables

de reaccion estudiadas y la viscosidad cinematica.

Tabla 3.52. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable Viscosidad cinematica.

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
A:Temperatura 3,30042 1 3,30042 0,76 0,3919
B:pH 0,881667 1 0,881667 0,20 0,6564
C:Aceite/Etanol ratio 6,16694 1 6,16694 1,42 0,2447
AA 7,54014 1 7,54014 1,73 0,1997
AB 45,2256 1 45,2256 10,39 0,0034
AC 3,60375 1 3,60375 0,83 0,3713
BB 6,96889 1 6,96889 1,60 0,2170
BC 2,94 1 2,94 0,68 0,4187
bloques 0,0469444 1 0,0469444 0,01 0,9181
Error total 113,202 26 4,35392
Total (corr.) 189,876 35

R2 =40,3812 %

R2 (ajustada por g.l.) = 22,7164 %

Error estandar del estimado = 2,08661 %
Error absoluto medio = 1,55941 %
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3.3.2
EXPERIMENTOS DE VALIDACION DE LOS MODELOS

Para validar los modelos propuestos, se han llevado a cabo una serie de
tres experimentos, cuyas condiciones de reaccion han sido seleccionadas de

entre el rango de estudio de las variables.

Para ello, en la Tabla 3.53, se muestran las condiciones de reaccion y
los datos de conversién, contenido en FAEE y viscosidad cinematica para cada
experimento llevado a cabo. Se muestran tanto los valores experimentales

obtenidos como los tedricos proporcionados por los modelos simplificados.

Tabla 3.53. Experimentos de validacion de los modelos simplificados para

la enzima Biolipasa R.

Conversion FAEE
Temperatura pH Aceite/Etanol (%) (%)
(°C) ratio Exp. Ajust. Exp. Ajust.
25 11.5 12/2.9 68.8 727 395 41.5
30 10.5 12/2.75 63.7 66.8 42.3 394

50 9 12/3.3 70.9 68.1 44.7 40.9
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3.3.3
INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Finalmente, para tener datos mas precisos de la temperatura, se han
llevado a cabo una serie de experimentos, en las condiciones Optimas
anteriormente obtenidas, pero haciendo ahora un barrido mas amplio de
temperatura. De esta forma queremos cerciorarnos de que realmente la
enzima no presenta un maximo de actividad enmascarado en la zona de

estudio y que presenta realmente una relacion practicamente lineal.

Los datos de estos experimentos se muestran en la Tabla 3.54.

Tabla 3.54. Influencia de la temperatura en la actividad enzimatica de la lipasa LR en el
rango de temperaturas entre 20 y 60 °C.

Temp. Conversion FAEE MG+DG TG Viscosidad Peso Lipasa

(°C) (%) (%) (%) (%)  (mm2/s) (mg)
20 80.2 58.7 21.5 19.8 8.3 5.5
30 75.1 53.3  21.8 249 8.7 5.7
40 66.7 489  20.8 333 9.1 5.6
50 64.9 446 203  35.1 8.9 5.5
60 58.3 38.7 19.6  41.7 9.0 5.7

Como puede verse en la Tabla 3.54, se produce un descenso
practicamente lineal en la conversion al aumentar la temperatura de reaccion,
obteniéndose mayores conversiones y menores viscosidades a Dbajas

temperaturas.
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DISCUSION DE RESULTADOS: LIPASAS EN FORMA
LIBRE

4.1
LIPASA PANCREATICA DE CERDO (PPL)

En este apartado se lleva a cabo una discusion de los resultados
obtenidos del analisis de la influencia de diferentes parametros de reaccion en

la actividad de la PPL en forma libre.
En a Figura 4.1, se puede ver un grafico que muestra como afectan las

proporciones relativas (volumétricas) aceite/etanol al desarrollo de la reaccion

de transesterificacion.
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Figura 4.1. Grafico de conversion para diferentes
relaciones volumétricas aceite/etanol.
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Se puede observar claramente como a medida que aumenta la relaciéon
aceite/etanol, o sea, a medida que disminuye la cantidad de etanol presente
para una misma cantidad de aceite, se produce un descenso de la conversion
asi como del contenido en FAEE de la mezcla final. Esto esta de acuerdo con
los resultados reportados para la mayoria de lipasas utilizadas en reacciones
de transesterificacion con aceites y alcoholes de cadena corta [171, 172].
También se puede observar que no existe este mismo comportamiento para el
contenido de monoglicéridos y diglicéridos, que aumentan hasta una relacion
volumétrica 12/3, que se corresponde con una relacién molar 1/5.1, elevando

la viscosidad de la mezcla final.

En las siguientes condiciones de reaccion (relacion molar aceite/etanol
1/10.3, 40 °C, 0.01 g PPL, pH 12 y 30 minutos de reaccién) se consiguen
conversiones cercanas al 100 % con contenidos de MG y DG de entre
14 - 18 %, de los cuales la mayoria son MG. Se obtienen también viscosidades
del orden de 6 cSt, lo que posibilitaria la utilizacién de este combustible en
motores diesel sin necesidad de ser mezclado con diesel de origen f6sil para

ajustar la viscosidad [1, 164, 174].

Este comportamiento podria ser debido al aumento de la eficiencia
difusional del sistema al aumentar las cantidades de etanol presentes en el
medio, ademas de por la estequiometria y cinética de la reaccion, que hacen
que un exceso de etanol beneficie el desplazamiento del equilibrio hacia la

formacion de FAEE.

En los estudios anteriores realizados por nuestro grupo [22, 23, 90,
141], se emplearon tiempos de reaccion muy variables, pero los resultados
obtenidos inducian a pensar que la mayor parte de la conversion se llevaba a
cabo en tiempos realmente muy cortos; asi se ha considerado la necesidad de

evaluar con mas exactitud este comportamiento.

Es interesante destacar el hecho de que se alcanza la maxima cantidad
teorica posible de FAEE (~66% teniendo en cuenta el caracter 1,3-selectivo de
la PPL) a tiempos muy cortos de reacciéon, sobre 3-5 minutos [23].

El porcentaje adicional de rendimiento en FAEE, obtenido a tiempos mas
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largos, puede ser atribuido a un proceso paralelo de 1,2-acilmigracion
experimentado por los monoglicéridos, y favorecido a su vez por el medio de

reaccion alcalino [157, 175 - 179].

En la Figura 4.2 se puede ver la relacion existente entre la cantidad de

lipasa empleada y la conversion.
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Figura 4.2. Grafico de conversion para cantidades
crecientes de PPL en el medio de reaccion. Condiciones
de reacciéon: pH 12, 40 °C, 1 hora de reaccion y relacion
volumétrica aceite/etanol 2/1.

Se aprecia un aumento tanto en la conversion como en el rendimiento
en FAEE hasta los 40 mg de PPL anadidos, a partir de los cuales, el aumento
sucesivo en la cantidad de enzima afadida produce un efecto negativo,
ocasionando una caida de la conversion del sistema. Este descenso se debe
con casi toda seguridad a una deficiente homogeneizaciéon del sistema,
teniendo en cuenta que se trata de un medio de elevada viscosidad que facilita
la formacion de agregados enzimaticos, lo cual impide que muchas de las

biomoléculas tengan sus sitios activos disponibles para el acceso de los

sustratos de la reaccion.
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En cuanto a la temperatura de reaccion, en la Figura 4.3, se observa
como usando condiciones 6ptimas de reaccion, (pH 12, relacién volumétrica
aceite/etanol 2/1, 40 mg de PPL y 1 hora de reacciéon), se obtiene un
moderado descenso de la conversién y del rendimiento en FAEE al aumentar
la temperatura desde 40 hasta 60 °C, por lo que se considera la temperatura
optima a 40 °C, lo cual contrasta con las observaciones previas realizadas por
Caballero y Luna [23], donde la temperatura optima era 60 °C. Se pone asi de
manifiesto que la temperatura es un parametro clave y dependiente del resto
de las condiciones de reaccion. Probablemente, la temperatura de reaccion se
vea severamente influenciada por el contenido en agua del sistema, ya que al
tratarse de sistemas organicos, no acuosos, el agua presenta un papel
fundamental en la inestabilidad y consiguiente desactivacion de las lipasas en
disolventes anhidros. De hecho, esta reportado como las lipasas en disolventes
organicos anhidros presentan una gran estabilidad térmica, la cual comienza
a descender bruscamente cuando en ese mismo sistema se aumenta
levemente la cantidad de agua presente. Este comportamiento parece deberse
a que el agua en los disolventes organicos provoca cambios conformacionales
en las enzimas y posibilita, actuando como “lubricante”, los cambios de

conformacién que conducen a su inactivacion.
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Figura 4.3. Grafico de conversion y rendimiento frente a
la temperatura en condiciones Optimas de reaccion.
Condiciones de reaccion: pH 12, 1 hora de reaccion,
40 mg PPL, relacion aceite/etanol 2/1 y 40 °C.
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Este comportamiento estd de acuerdo con lo observado en la
Figura 4.4, donde se muestran graficamente los datos de conversion
obtenidos frente al contenido de agua presente en el medio de reaccion.
Se puede ver claramente como a medida que el contenido de agua va
aumentando, se produce un descenso brusco de la conversion, lo cual es
explicable y esta de acuerdo con las observaciones previas de estabilidad

térmica en comparacion con los resultados previamente mostrados por

Caballero y Luna [23].

En este caso, con tan solo un 0.3 % de agua anadido al medio de
reaccion, se observa un descenso apreciable de la actividad enzimatica, que se
hace mucho mas acusado con la presencia de un 0.6 % de agua en el medio.
Por tanto, se puede concluir que el agua es un parametro esencial para la
actividad enzimatica de esta lipasa, ya que ésta realiza su funcién en la
interfase agua/aceite, pero es necesaria tan solo una pequena cantidad de
agua, probablemente la que contiene el aceite utilizado, para cumplir sus
requerimientos. A partir de aqui, si se aumenta el contenido en agua del
medio, parece entrar en juego el proceso de desactivacion enzimatica
anteriormente descrito, actuando el agua como “lubricante” permitiendo los

cambios conformacionales necesarios para desactivar a la enzima.

100

—e— % H,0 vs Conversion

—m— % H,0 vs Kinematic Viscosity | | 25

Conversion / (%)
(199) / Anso9sI onewaury

0 -+ T T T

0 1 2 3 4
Agua afadida / (% w/w)

Figura 4.4. Grafico de conversion y viscosidad cinematica
obtenidos al realizar varios experimentos con diferentes
contenidos de agua. Las condiciones de reaccion fueron
pH 12, 40 °C, 1 hora de reacciéon, 10 mg de PPL y relacion
volumétrica aceite/etanol 2/1.
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Parece logico pensar que pueda existir un efecto conjunto debido al
contenido de agua en el medio de reaccién, pero también de la fuerza iénica
del medio, o sea, el contenido salino, ya que suele ser un parametro que juega
un papel fundamental en la estabilidad de la estructura de las proteinas.
A fin de evaluar si realmente existe influencia de estos parametros, incluso si
el efecto positivo observado a altos valores de pH es realmente debido al pH o
al aumento de la concentraciéon salina, o incluso debido a un efecto conjunto,
se realizaron varios experimentos en los que, para distintas relaciones
volumétricas aceite/etanol, se usan volumenes constantes (0.1 ml) de
disoluciones de NaOH en concentraciones comprendidas entre 1 - 10 M.
De esta manera, se consiguen diferentes pH y diferentes concentraciones

salinas en el medio de reaccion. Los resultados se muestran en la Figura 4.5.

——#——  [NaOH]vs 12/6

= N I [NaOH] vs 12/3.5
———¥—— [NaOH]vs 1212 i
———- [NaOH]vs 12/1.5

Conversion (%)

[NaOH] / (M)

Figura 4.5. Grafico de conversiones usando volimenes
constantes (0.1 ml) de disolucion de NaOH con
concentraciones entre 1 - 10 M. Se han llevado a cabo las
reacciones con diferentes relaciones aceite/etanol y
variando la concentracion de NaOH utilizada.

De la Figura 4.5, se pueden extraer a primera vista varias
conclusiones. En primer lugar, se observa claramente como con la relacién

volumétrica aceite/etanol 12/1.5 se obtienen las menores conversiones para
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todas las concentraciones de NaOH utilizadas, lo cual esta de acuerdo con la
reaccion estequiométrica, ya que en este caso no se alcanza la cantidad
estequiométrica necesaria de etanol. En segundo lugar, también puede verse
que con la concentracion 10 M, que es la que se ha utilizado en todos los
experimentos anteriores realizados con esta enzima, existe un aumento de la
conversion al aumentar la cantidad de etanol presente en el medio de
reaccion, lo que puede observarse también en la Figura 4.1 anteriormente
citada. Este comportamiento se modifica y no sigue la secuencia de aumento
de conversion al aumentar la cantidad de etanol al disminuir la concentracion
del NaOH utilizado, de forma que, para una concentraciéon de NaOH 7M, la

relacion aceite/etanol es la que consigue mayor conversion.

También puede observarse que para las dos relaciones volumétricas
mayores, 12/3.5 y 12/6, que suponen un exceso de etanol en el medio,
se produce un solapamiento perfecto en la conversion hasta valores de
concentracion de hidroxido sédico de 7M, a partir de aqui, la relacion 12/6
que comporta un mayor exceso de etanol, es la que rinde mayores

conversiones.

En definitiva, de la informacién extraida de esta Figura 4.5, se puede
concluir que existe un efecto conjunto entre la concentraciéon de NaOH
utilizada, y por tanto la cantidad de agua, y el contenido de etanol del medio
de reaccion, lo que probablemente esté relacionado con la concentracion
salina efectiva existente en el medio, de modo que se produce un maximo de
conversion para valores optimos de este parametro. De hecho, existen zonas,
en las que simplemente modificando la concentracién de NaOH utilizada,
se pueden obtener los mismos resultados para diferentes relaciones

aceite/etanol.

Este es el primer reporte que se hace sobre esta dependencia de las
lipasas en la produccion de biocombustible, de modo que siempre se tiende a
estudiar la influencia del pH y de las relaciones aceite/alcohol. Esta
observacion puede ser de gran utilidad en la optimizacién de las condiciones

de reaccion de la PPL en la reaccion de transesterificaciéon, asi como de otras
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lipasas. Este comportamiento ha sido publicado debido a su interés y

novedad [141].



DISCUSION: LIPASAS EN FORMA LIBRE

4.2
BIOLIPASA R (LR)

En este punto se hace una discusion de los resultados obtenidos al
evaluar la influencia de los parametros de reaccion en la reaccién de
transesterificacion llevada a cabo con la lipasa comercial Biolipasa R en

forma libre.

Los resultados presentados en el capitulo correspondiente a los

resultados de la Biolipasa R son resumidos y discutidos a continuacion.

Inicialmente, y dada la importancia de este parametro en la actividad de
las lipasas, se ha evaluado la influencia del contenido de agua en la

conversion. Los resultados se muestran graficamente en la Figura 4.6.
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Figura 4.6. Grafico mostrando la influencia de la cantidad
de agua presente en el medio de reaccion en la conversion
y la viscosidad.
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Se observa un maximo de conversiéon y minimo en la viscosidad
cinematica para contenidos de agua en el medio del 0.15 %, por lo que este

parametro ha sido fijado para el resto de reacciones llevadas a cabo con esta

enzima en el valor indicado.

Posteriormente se ha evaluado la influencia de la cantidad de enzima

utilizada para llevar a cabo las reacciones de transesterificacion.

Los resultados se muestran en la Figura 4.7.
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Figura 4.7. Grafico mostrando la influencia en la
conversion de la cantidad de lipasa presente en el medio
de reaccion.

Para esta lipasa se ha encontrado una relaciéon de aumento continua de
la conversion al aumentar la cantidad de lipasa anadida al medio, hasta
aproximadamente 20 mg de lipasa; a partir de aqui se observa un leve
descenso en la conversion, probablemente debido a los efectos de
aglomeracion enzimatica ya descritos para otras lipasas en forma libre. Por

ello, fijamos para los siguientes experimentos como cantidad oOptima de

catalizador a utilizar de 20 mg.
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Una vez fijados los contenidos de agua y de lipasa en el medio de
reaccion, se ha realizado un estudio de la influencia de la temperatura, pH
y relacion aceite/etanol en la conversion, contenido en FAEE y viscosidad
cinematica, no encontrandose correlacion alguna para esta ultima variable de
salida, por considerarse estos tres parametros los que mas interacciones

pueden presentar entre si.

En la Figura 4.8, se presenta el diagrama de Pareto, en el cual se puede
observar claramente cuales son los factores que influyen de manera
estadisticamente significativa en la conversion. En este caso, la variable mas
influyente es la relacion aceite/etanol, seguida del pH y de la temperatura, en
orden decreciente de importancia. Es de destacar que tanto la relacion
aceite/etanol como el pH tienen una influencia positiva, de modo que al

aumentar estas magnitudes se produce un aumento en la conversion.
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Figura 4.8. Grafico de Pareto para la variable de salida
conversion.

Pueden también observarse en la Figura 4.9, los efectos principales. En
este grafico se deduce facilmente como una pendiente positiva indica un efecto
positivo en la conversion, asi como un mayor valor de la pendiente indica un
efecto mas acusado y viceversa. Por tanto se observa aqui y de manera
complementaria a la Figura 4.8, como la relacién aceite/etanol es el

parametro con mayor significancia estadistica en la conversion.



Conversion

DISCUSION: LIPASAS EN FORMA LIBRE

Main effects graphic for Conversion
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Figura 4.9. Grafico de efectos principales para la
variable de salida conversion.
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Figura 4.10. Superficies de respuesta para la variable de salida conversion.
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En la Figura 4.10, se muestran las superficies de respuesta obtenidas
para el modelo estadistico creado para el sistema en estudio y para la variable
de salida conversion. El ajuste del modelo es bueno, con unos valores de
R2 del 91.6 %, lo cual indica una buena correlacion entre los valores

experimentales y predichos por el modelo creado, como puede verse en la
Figura 4.11.

Conversion graphic
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Figura 4.11. Grafico de correlacion entre valores
experimentales y predichos por el modelo
estadistico para la variable de salida conversion.

La ecuacion del modelo ajustado que se obtiene es la siguiente:

Conversién = 62,59 - 2,60*T + 5,90*pH + 11,36*R + 1,43*T2 -
1,03*T*pH + 0,03*T*R + 0,72*pH2 - 0,77*pH*R

Se podria rehacer el modelo estadistico propuesto si se eliminan de este
las variables sin significacion estadistica en un intervalo de confianza del
95 %; de esta manera se simplifica el proceso y éste sigue explicando el 90.7 %
de la variaciéon en la conversiéon. Eliminando las variables estadisticamente no
significativas, el modelo obtenido se simplifica sustancialmente, de modo que

ahora solo entran en juego la relaciéon aceite/etanol, pH y temperatura,
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sin tener en cuenta las relaciones de segundo orden existentes entre estas tres
variables. En la Figura 4.12 se muestra el grafico de efectos principales
donde, como es logico, ahora se observan lineas totalmente rectas, debido a
que se han eliminado del modelo las variables con una dependencia de

segundo orden, quedando el modelo limitado a una relacién puramente lineal.

Main effects graphic for Conversion
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Figura 4.12. Grafico de efectos principales para
el modelo simplificado y para la variable de
salida conversion.

En la Figura 4.13 se muestran las nuevas superficies de respuesta
obtenidas, que también ponen de manifiesto que ahora el modelo esta regido

por relaciones lineales entre variables.
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Figura 4.13. Superficies de respuesta del modelo simplificado para la variable de
salida conversion.

Se puede observar como las superficies de respuesta siguen siendo muy
parecidas aunque se ha perdido la ligera curvatura de las mostradas en la
Figura 4.10, ya que ahora el modelo es puramente lineal. Ademas, se observa
que se mantiene el R2 practicamente sin variar e incluso se produce una

mejora en el error estandar del estimado, que pasa de 4.48 a 4.30.

Por todo ello, y dado que se sigue explicando el 90.7 % de la
variabilidad en la conversiéon, como se observa en la Figura 4.14, puede
utilizarse el modelo simplificado para describir el sistema, quedando la

ecuacion que lo describe como:

Conversion (%) = 64,03 - 2,60*T + 5,90*pH + 11,36*R
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Figura 4.14. Grafico de correlacion entre valores
experimentales y predichos por el modelo estadistico
simplificado para la variable de salida conversion.

Por tanto, puede concluirse que el modelo creado para correlacionar las

variables de reaccién con la conversion es aceptable y explica la variabilidad

producida en la conversion.

También se ha realizado un estudio de la influencia de la temperatura,
pH y relacién aceite/etanol en el contenido en FAEE de la mezcla final de

reaccion. Los resultados y discusion de estos se resumen a continuacion.

En la Figura 4.15 se muestra el diagrama de Pareto para la variable de
salida contenido en FAEE. En este diagrama se observa que la relacion
aceite/etanol y el pH son, en orden decreciente de importancia, los factores
estadisticamente significativos en el contenido en FAEE. En este caso, la
temperatura no es un factor influyente para un nivel estadistico de confianza
del 95 %. Puede también observarse como la variable mayoritariamente
influyente y de forma positiva es la relacion aceite/etanol. Por tanto, un
aumento de la relacion aceite/etanol y del pH en el rango de estudio,

producen un aumento en el contenido en FAEE de la mezcla final.
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Standarized Pareto graphic for FAEE
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Figura 4.15. Grafico de Pareto para la variable de salida contenido en
FAEE.

De la misma forma, en la Figura 4.16, se muestra el grafico de efectos
principales para la variable de salida contenido en FAEE. Se observa en esta
figura como tanto el pH como la relacion aceite/etanol producen un efecto
positivo en el contenido en FAEE de la mezcla final de reaccion. Ademas, se
puede ver como este efecto para estas dos variables es bastante acusado,
como puede deducirse de las grandes pendientes positivas mostradas para
ambos efectos. En cambio, tal como se podia ver en el anterior diagrama de
Pareto, y como también puede deducirse de la figura de efectos principales, el
efecto provocado por la temperatura en el contenido en FAEE es negativo y
mucho menos acusado, tal como puede deducirse de la leve pendiente

negativa.

Main effects for FAEE
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Figura 4.16. Grafico de efectos principales para
la variable de salida conversion.
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Figura 4.17. Superficies de respuesta para la variable de salida contenido en FAEE.

En la Figura 4.17 se muestran las superficies de respuesta obtenidas
para el modelo estadistico y la variable de salida contenido en FAEE. El
modelo proporciona un buen ajuste, como de desprende del valor de R2 de
90.1 %, lo cual es bastante bueno para tratarse de un sistema enzimatico y
relativamente complejo. Este valor de R? indica una buena correlacién entre
los valores experimentales y los proporcionados por la ecuacion modelada, lo

cual puede verse graficamente en la Figura 4.18.
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Figura 4.18. Grafico de correlacion entre valores
experimentales y predichos por el modelo
estadistico simplificado para la variable de salida
conversion.
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La ecuacion resultante del modelo asi ajustado se muestra a

continuacion:

FAEE (%) = 38,29 - 0,63*T + 2,43*pH + 4,66*R - 0,04*T2 - 0,96*T*pH
+ 0,15*T*R + 0,73*pH2 + 0,19*pH*R

Al igual que en el caso de la variable de salida conversion, en éste
también se pueden eliminar del modelo las variables estadisticamente no
significativas, para de esa forma obtener un modelo atin mas simplificado.
Tras llevarlo a cabo se obtiene del nuevo analisis ANOVA con un R2 algo
menor y con un valor de 87.1 %, lo que indica un ajuste levemente menor,
pero que aun sigue explicando el 87.1 % de la variabilidad para el contenido

en FAEE.

Eliminando del modelo inicial las variables estadisticamente no
significativas, el resultado se traduce en una simplificacién sustancial del
modelo. Ahora solo entran en juego las variables estadisticamente
significativas, o sea, pH y relacion aceite/etanol, sin tenerse en cuenta ni la
temperatura ni ninguna de las relaciones de segundo orden existentes entre

las variables de reaccion.

En la Figura 4.19 se observa el grafico de efectos principales para el
nuevo modelo simplificado, donde al igual que el modelo simplificado realizado
para la variable de salida conversion, muestra lineas rectas debido a la

eliminacion de los efectos de segundo orden.
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Figura 4.19. Grafico de efectos principales para el
modelo simplificado y 1la variable de salida
contenido en FAEE.

En la Figura 4.20 se muestra la grafica de superficie de respuesta
obtenida para el modelo simplificado y para las dos tunicas variables con
significacion estadistica, y donde también se observa como ahora el modelo
esta regido por relaciones lineales entre variables, ya que se obtiene un plano

de superficie.
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Figura 4.20. Superficie de respuesta del
modelo simplificado y para la variable de
salida contenido en FAEE.
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En este caso y tal como se ha mencionado antes y como puede verse en
la Figura 4.21, el modelo simplificado explica un 87.1 % de la variabilidad en
el contenido en FAEE, al contrario que el modelo inicial no simplificado que
explica el 90.1 %, manteniéndose los errores estandares practicamente
iguales. Por tanto no habria una gran diferencia entre usar el modelo completo
o simplificado, aunque es cierto que se obtienen resultados mas precisos con

el modelo completo.

FAEE graphic

Experimental

Predicted

Figura 4.21. Grafico de correlacion entre valores
experimentales y predichos por el modelo
estadistico simplificado para la variable de salida
conversion.

La ecuacion del modelo simplificado queda de la siguiente manera:

FAEE = 38,76 + 2,43*pH + 4,66*R

Por tanto puede concluirse, que el modelo creado para explicar la
variabilidad en el contenido en FAEE, puede ser utilizado con buenos
resultados para predecir el contenido en FAEE, siendo recomendable utilizar
el modelo no simplificado para este caso, ya que se obtiene un mejor valor de

R2 para este modelo.
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Finalmente, en la Tabla 4.1 se muestra una tabla con los experimentos
realizados para validar el modelo estadistico creado. Se puede observar como
existen so6lo pequefias variaciones entre los valores experimentales y
predichos, por lo que se puede concluir, tal como mostraban los datos del

analisis ANOVA, que el modelo es valido.

Tabla 4.1. Experimentos de validacion de los modelos simplificados
para la enzima Biolipasa R.

Conversion FAEE
Temperatura pH Aceite/Etanol (%) (%)
°C ratio Exp. Ajust. Exp. Ajust.
25 11.5 12/2.9 68.8 727 405 415
30 10.5 12/2.75 63.7 66.8 413 394
50 9 12/3.3 70.9 68.1 427 409
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Al igual que lo realizado para la Biolipasa R,
discusion de los resultados obtenidos en el analisis de la influencia de los

parametros de reaccion en la actividad de la lipasa Lipopan 50 BG en la

DISCUSION: LIPASAS EN FORMA LIBRE

LIPOPAN 50 BG (LLBG)

reaccion de transesterificacion de aceite de girasol con etanol.

Al igual que con la Biolipasa R, inicialmente y dada la importancia de
estos parametros de reaccion, se ha evaluado la influencia del contenido en

agua del medio de reaccion y de la cantidad de lipasa anadida en la

conversion.

En la Figura 4.23 se puede observar graficamente la influencia del

contenido de agua en la conversion y viscosidad de la mezcla final.
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Figura 4.23. Grafico mostrando la influencia de la cantidad
de agua presente en el medio de reaccion en la conversion y
viscosidad.

aqui se lleva a cabo la
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Se puede observar un minimo en la viscosidad que coincide con un
maximo poco pronunciado en la conversion, ocurriendo esto cuando el valor
del contenido en agua del medio de reaccion es del 0.16 %. Como resultado de
este estudio, se fija el valor del contenido en agua en un 0.16 % para el resto

de experimentos llevados a cabo con la finalidad de maximizar la conversion.

Después de esto, se ha evaluado como afecta en la conversion la
cantidad de lipasa utilizada. Los resultados se muestran de forma grafica en la

Figura 4.24.
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Figura 4.24. Grafico mostrando la influencia de la
cantidad de agua presente en el medio de reaccion en
la conversion y viscosidad.

Al igual que lo que ocurre con la Biolipasa R, en la que se observa un
aumento continuo de la conversion hasta un valor de 20 mg de enzima,
a partir del cual descendia la conversion, con la lipasa Lipopan 50 BG se
observa un comportamiento similar con un aumento de la conversion con la
cantidad de enzima utilizada hasta alcanzar un maximo con 30 mg de lipasa,
a partir de los cuales se produce un descenso de la conversion mucho mas
pronunciado que en el caso de la Biolipasa R. Es muy posible que este

descenso en la conversion a partir de los 30 mg de lipasa esté también
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motivado por la aglomeracion enzimatica ya descrita previamente. Por tanto,
se fijan las condiciones de reaccién para los siguientes experimentos a un

0.16 % de agua anadida y 30 mg de lipasa.

Una vez han sido fijados el contenido en agua y la cantidad de lipasa
presentes en el medio de reaccion, se ha llevado a cabo una evaluaciéon de la
influencia de la temperatura, pH y relacién aceite/etanol en la conversion,
contenido en FAEE y viscosidad cinematica. Se ha encontrado una correlacion
de las variables de reaccién con las variables de salida, conversion, contenido
en FAEE y viscosidad cinematica, aunque en este caso la correlacion es
levemente mas baja, tal como puede extraerse de los valores de R2 mostrados

en el apartado de resultados de esta lipasa.
En la Figura 4.25, se muestra el diagrama de Pareto en el que se

observa de manera clara cuales son los factores estadisticamente significantes

en la conversion.
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Figura 4.25. Grafico de Pareto para la variable de salida

conversion.

Como puede verse, las variables estadisticamente significantes son en
este caso el pH y la relacion aceite/etanol, asi como la interaccién de segundo

orden de la variable pH (pH2). Todas ellas influyen de manera positiva en la
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conversion, de manera que un aumento de estas variables produce un

aumento de la misma.

También se pueden ver en la Figura 4.26 los efectos principales de
forma grafica, donde se comprende de manera mas intuitiva como afectan
cada una de las variables en la conversion. Las pendientes negativas indican
un efecto negativo en la conversion y viceversa. Por tanto, se observa que el
pH y la relacién aceite/etanol producen un efecto positivo en la variable de
salida. Ademas, se ve que el pH tiene mayor pendiente, lo que indica que tiene

un efecto mayor sobre la conversion.

Main effects graphic for Conversion
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Figura 4.26. Grafico de efectos principales para
la variable de salida conversion.

En la Figura 4.27, se pueden ver las superficies de respuesta obtenidas
en el modelo creado para la variable conversion. El valor de R2, que se aprecia
de forma grafica en la Figura 4.28, para este modelo es 81.8 %, menor que
para el caso de la Biolipasa R (91.6 %). Por tanto, se puede decir que existe
una buena correlacion entre los valores experimentales y calculados, si bien se
ha de decir que los valores de correlacién se encuentran en el limite inferior de
permisividad aceptables para sistemas enzimaticos, que suelen estar entorno

a valores de R2 del 80 %.
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Conversion
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Figura 4.27. Superficies de respuesta para la variable de salida conversion.
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Figura 4.28. Grafico de correlacion entre
valores experimentales y predichos por el
modelo estadistico, para la variable de salida

conversion.
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Se obtiene la siguiente ecuacién para el modelo calculado:

Conversion = 42,82 - 2,05*T + 7,62*pH + 5,63*R + 0,33*T2 -
2,34*T*pH - 0,29*T*R+ 5,19*pH? + 1,78*pH*R

En este caso, una simplificacion del modelo eliminando de este las
variable estadisticamente no significativas, hace que se obtenga un R2 de 74.6
%, lo cual esta fuera de los limites permisibles anteriormente expuestos. Por
ello, en este caso no se lleva a cabo una simplificacién del modelo estadistico,
ya que la simplificacion de éste conlleva un merma en los coeficientes de

correlacion.

Seguidamente se ha realizado un estudio de la influencia de la
temperatura, pH y relaciéon aceite/etanol en el contenido en FAEE de la mezcla
final de reaccion. A continuacion se presenta una discusion de los resultados

obtenidos.

En la Figura 4.29 se muestra el diagrama de Pareto para la variable de

salida contenido en FAEE.
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Figura 4.29. Grafico de Pareto para la variable de
salida contenido en FAEE.
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En este caso se puede ver como existen cuatro factores estadisticamente
significativos, pH, relaciéon aceite/etanol, temperatura y pH2 aunque
claramente se observa que los mas influyentes son pH y relacion
aceite/etanol. Se puede destacar, que aqui la temperatura tiene un efecto
negativo, de manera que al aumentar la temperatura de reaccién se produce
un descenso en el contenido en FAEE, mientras que los otros tres factores

ejercen una influencia positiva.

De igual manera en la Figura 4.30, se muestra el grafico de efectos
principales, donde se observa graficamente la magnitud de la significacion
estadistica de cada uno de los tres factores estudiados. Se puede ver de
manera clara como el pH es la variable mas influyente, como puede deducirse
de la gran pendiente positiva que presenta en el grafico de efectos principales.
Se ve también como la temperatura tiene una pendiente negativa, de donde se
deduce que su efecto en el contenido en FAEE es negativo y menos acusado

que los otros dos factores estudiados.

Main effects for FAEE
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Figura 4.30. Grafico de efectos principales para
la variable de salida contenido en FAEE.

En la Figura 4.31, se muestran las superficies de respuesta obtenidas

del modelo creado y para la variable de salida contenido en FAEE.
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Figura 4.31. Superficies de respuesta para la variable de salida contenido en FAEE.

El modelo creado para explicar la variable de salida FAEE, tiene un R2
de 85.4 %, lo cual esta dentro de los limites permisibles para el tipo de
sistema en estudio. Este coeficiente de correlacion puede verse de manera
grafica en la Figura 4.32, donde se muestra en grafico la correlacion entre
los valores experimentales y predichos por el modelo para la variable de

salida contenido en FAEE.
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Figura 4.32. Grafico de correlacion entre
valores experimentales y predichos por el
modelo estadistico, para la variable de

salida contenido en FAEE.
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La ecuacion resultante de la modelizacion llevada a cabo se muestra a

continuacion:

FAEE = 17,97 - 3,65*T + 8,77*pH + 5,20*R + 0,82*T? - 1,61*T*pH - 1,34*T*R +
6,39*pH%+ 1,13*pH*R

Se puede realizar una simplificacién del modelo estadistico propuesto,
de manera que se eliminan de éste las variables sin significacion estadistica.
En este caso y tras eliminar del modelo las variables sin peso estadistico, se
obtiene un nuevo modelo simplificado donde ahora se tiene un coeficiente de
correlacion entre los valores experimentales y predichos igual a 82.5 %, el

cual sigue siendo un valor suficientemente aceptable.

En la Figura 4.33 puede verse el grafico de efectos principales para el
nuevo modelo simplificado, donde al igual que en casos anteriores, se
muestran lineas rectas para las variables que tienen un efecto simple y

curvas para las que tienen un efecto de segundo orden, en este caso pH.

Main effects for FAEE
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Figura 4.32. Grafico de efectos principales para
la variable de salida contenido en FAEE en el
modelo simplificado.
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En la Figura 4.33 se muestran las superficies de respuesta obtenidas
para el modelo simplificado, donde se observa que la superficie en la que no
interviene el pH, que es la Unica variable que presenta una relacion de
segundo orden significativa, presenta una superficie lineal, como es de prever.
En cambio, las otras dos superficies de respuesta presentan un
comportamiento cuadratico, ya que en ellas se representa el pH que en este

caso tiene una relacion de segundo orden.

Response Surface
Reigonse Surface Oil'Ethanol ratio=1,0

mperature=-1,0

FAEE
FAEE

FAEE

Figura 4.31. Superficies de respuesta para la variable de salida contenido en FAEE.

El modelo simplificado para la variable contenido en FAEE, tiene un
coeficiente de correlacion del 82.5 %, por lo que se ha producido un leve
descenso del coeficiente de correlacion, aunque éste sigue siendo aceptable.
Esto puede verse en la Figura 4.32, donde se representa el grafico de

correlacion entre los valores experimentales y predichos.
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Figura 4.32. Grafico de correlacion entre
valores experimentales y predichos por el
modelo estadistico, para la variable de salida

contenido en FAEE en el modelo simplificado.

La ecuaciéon resultante para el modelo simplificado es la siguiente:

FAEE = 18,52 - 3,65*T+ 8,77*pH + 5,20*R + 6,39*pH?

Puede entonces concluirse que el modelo simplificado obtenido puede ser
utilizado con buenos resultados en la prediccién del contenido en FAEE en el

rango estudiado para cada variable.

Por 1ltimo, en la Tabla 4.2, se muestran los resultados de los
experimentos realizados para validar el modelo creado. Se puede observar
como las desviaciones obtenidas entre los valores experimentales y calculados
a partir del modelo creado, estan dentro de un rango de errores aceptables, ya
que las diferencias entre ambos valores, experimental y pronosticado, no
superan el 5 %. Puede por tanto concluirse que, tal como se extraia de los
datos del analisis ANOVA, este modelo predice de forma adecuada el
comportamiento del sistema en estudio dentro de los rangos estudiados para
cada variable, dando a su vez informacion de las condiciones 6ptimas de
operacion para maximizar las variables conversion y contenido en FAEE, asi

como para minimizar la variable viscosidad cinematica.
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Tabla 4.2. Experimentos de validacion de los modelos simplificados para la enzima

Lipopan 50 BG.

Conversion FAEE Viscosidad
Temperatura pH Aceite/Etanol (%) (%) (mm?s)
°C ratio Exp. Ajust. Exp. Ajust. Exp. Ajust.
25 11.5 12/2.9 406 429 435 415 90 9.8
30 10.5 12/2.75 46.7 439 262 270 117 110
50 9 12/2.3 476 518 188 173 121 111

A continuacién, se ha llevado a cabo también una analisis de la
influencia de los parametros de reaccion en la variable de salida viscosidad
cinematica. Tal como se pudo deducir del analisis ANOVA llevado a cabo para
esta variable, se obtienen unos valores de R2 inferiores al 80 %, por lo que se
considera que no existe una correlaciéon suficiente para poder utilizar el
modelo propuesto. En este caso se obtiene un R2 de 79.3 %, que aunque

estando en el limite marcado (80 %) se considera insuficiente.

De todas formas, se muestra a continuacién el grafico de Pareto (Figura
4.33) y el grafico de correlacion (Figura 4.34) donde se puede ver de manera
clara que la relacion aceite/etanol es el factor estadistico de mas peso, siendo
ademas un efecto negativo, lo que indica, que un aumento de la relacion
aceite/etanol, o sea, un aumento del contenido en etanol (ya que inicialmente
se ha considerado como valor clave 1, una relacion 12/3.5 y como -1 una
relacion 12/2, lo que implica que al aumentar desde -1 a 1, se produce un
aumento del contenido en etanol), provoca una disminucion de la viscosidad
cinematica. Se puede observar también como en este caso la correlaciéon entre
valores experimentales y calculados es menor que en los casos anteriores, ya

que se observan puntos que no se ajustan a la recta de correlacién.
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Figura 4.33. Grafico de Pareto para la variable de
salida viscosidad cinematica.
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Figura 4.34. Grafico de correlacion entre valores
experimentales y predichos por el modelo
estadistico, para la variable de salida viscosidad

cinematica.
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RESULTADOS Y DISCUSION: LIPASAS INMOVILIZADAS

En este capitulo se lleva a cabo la evaluacion de los resultados
obtenidos al emplear alguna de las lipasas estudiadas en forma inmovilizada.
La heterogeneizacion de la lipasa seleccionada (Biolipasa R) se lleva a cabo
mediante dos metodologias, de forma covalente, sobre el soporte
AlPO4/Sepiolita, activado y funcionalizado segtn los procedimientos que se
describen en los siguientes apartados, ademas de ser inmovilizada por

retencion fisica en sepiolita desmineralizada.

La inmovilizacién covalente de la enzima se efectia mediante la
creacion de un hibrido inorganico-organico formado a través de una cadena
hidrocarbonada enlazada con el soporte inorganico mediante enlaces
fosfamidos, segun se describe en el epigrafe 2.2.2, Figuras 2.8 y 2.9. La
inmovilizaciéon de enzimas también se ha llevado a cabo empleando un
procedimiento basado en la adsorcion fisica de éstas en la estructura porosa
tridimensional de las sepiolitas, Figura 2.4, que han sido sometidas a un
tratamiento acido, patente propiedad de la Universidad de Cérdoba [90 - 92,
102], y que es el que se usa en el presente trabajo para la inmovilizacién por

adsorcion de la lipasa seleccionada.

También se han estudiado dos lipasas inmovilizadas de la marca
Novozymes®, Lipozyme RM IM y Novozyme 435, ambas ampliamente
utilizadas en la industria e investigacion. Se pretende explorar la capacidad de
estas enzimas comerciales para la produccion de biocombustible, asi como
llevar a cabo una comparativa entre el rendimiento de enzimas inmovilizadas
comerciales y la enzima seleccionada en la presente memoria para ser

inmovilizada mediante los procedimientos patentados citados. [90 - 92, 102].

En la fase inicial de los primeros ensayos con estas lipasas, se descarto
la Novozyme 435 al observar que el soporte polimérico utilizado para

inmovilizar esta enzima era rapidamente degradado en el medio de reaccién, lo



RESULTADOS Y DISCUSION: LIPASAS INMOVILIZADAS

que impedia su reutilizacién. En este sentido, a pesar de que existen multitud
de publicaciones en las que esta lipasa es utilizada en la producciéon de
biodiesel, no se han encontrado referencias a dicha degradacién. Segun
nuestras observaciones experimentales, la degradacion del soporte
probablemente es causada por el alto poder disolvente que posee el biodiesel,

dado que esta constituido por grupos ésteres de acidos carboxilicos.
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5.1
INMOVILIZACION DE LA BIOLIPASA R

En el presente capitulo se muestran los resultados del proceso de
inmovilizacion, activacion y funcionalizacion, llevado a cabo con diferentes
soportes, mediante inmovilizacion covalente y por retencion fisica de la lipasa
LR, seleccionada de entre todas las lipasas estudiadas, operando en forma
libre. Se presentan tanto los resultados obtenidos en cada etapa del proceso,
como los datos de eficiencia del proceso, y datos de conversiones y
composicién de las reacciones de transesterificacion efectuadas en diferentes

condiciones con los sistemas inmovilizados seleccionados.

En este capitulo se muestran también los resultados de las reacciones de
transesterificacion realizadas con una lipasa comercial inmovilizada
1,3-estereoespecifica, procedente del microorganismo Rhizomucor miehei,
Lipozyme RM IM, inmovilizada en una resina macroporosa de intercambio

anionico.

5.1.1
CARACTERIZACION SUPERFICIAL DE LOS
MATERIALES UTILIZADOS COMO SOPORTE

En la Tabla 5.1 se muestran los valores obtenidos para los materiales
sintetizados, tanto del area superficial, Sger (m2g!), determinada mediante
adsorcion de nitrogeno por el método B.E.T (Brunauer, Emmett y Teller), como
los valores de acidez y basicidad, en funcion de la cantidad de agente

valorante adsorbido (umol g1) en cada caso.
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Tabla 5.1. Area superficial Sper (m2g-1) y propiedades acido-basicas de los
materiales utilizados como soporte, obtenidas mediante valoraciéon con
piridina (PY, pKa= 5.3), 2,6-dimetilpiridina (DMPY, pKa = 7) y acido benzoico

(BA, pKa=4.19).
SeET Acidez Basicidad
Material
Piridina Dimetilpiridina Ac. Benzoico
AlPO4 223 194 241 348
Sepiolita 246 14 17 118
AlPO4/Sepiolita 128 201 129 403

Se puede decir por tanto que el ortofosfato de aluminio amorfo es un
s6lido inorganico, de elevada superficie y elevado nuimero de centros acidos
superficiales, procedentes de “defectos” superficiales de la red tridimensional
“-P-O-Al-“ que si bien en su conjunto es neutra, localmente presenta en su
superficie, centros acidos Bronsted y Lewis, procedentes de enlaces -P-O-H,
y -0-Al-O- respectivamente, asi como centros basicos Bronsted y Lewis,
debidos a los enlaces correspondientes a Al-O-H y P-O-Al. Este numero es
muy variable, dependiendo del método de sintesis empleado: temperatura, pH,

velocidad, orden de adiciéon de los reactivos, etc.

5.1.2
FUNCIONALIZACION Y ACTIVACION DEL SISTEMA
AlPO4/SEPIOLITA UTILIZADO COMO SOPORTE

La funcionalizacion del sistema AlPO4/Sepiolita, utilizado como
soporte inorganico para la inmovilizacion covalente de enzimas [90 - 92, 102],
se ha llevado a cabo por interaccion superficial de los centros acidos Bronsted

con dos moléculas diferentes, p-hidroxibenzaldehido y 4-amino-bencilamina,
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generando asi hibridos organico-inorganicas capaces de fijar las lipasas.
Esta reaccion superficial se realiza en ausencia de disolvente, y sometiendo el
s6lido activado, en el que se ha impregnado el p-hidroxibenzaldehido o la

4-amino-bencilamina, a irradiacién en microondas durante breves minutos.

Para la inmovilizacion covalente de la lipasa, usando como
soporte AlPO4/Sepiolita (20-80 % en peso), previamente activados con
4-aminobencilamina y aldehido tereftalico, de acuerdo con la sintesis en fase
s6lida, por pasos recogida en la Figura 2.8, la activacion del soporte se
realizara mediante la consecucion de un linker con la funcionalizacion
adecuada para que la enzima pueda unirse al soporte con un enlace covalente.
Para ello se haran reaccionar los grupos hidroxilos superficiales de caracter
acido del soporte con una diamina, la 4-aminobencilamina, y posteriormente
con un dialdehido aromatico, el tereftaldialdehido, que aportara un grupo
carbonilo terminal, con el que los grupos amino libres de la enzima formaran
el enlace iminico. El proceso de activacion se lleva a cabo, por tanto, en dos
etapas, pudiéndose efectuar en el mismo matraz de reaccion, tras el lavado
conveniente del sélido, tras cada reaccion. Ademas, ambas reacciones se

efectiian de forma rapida y limpia, en un horno microondas convencional.

En cuanto a la activacion del soporte utilizando tunicamente
p-hidroxibenzaldehido, se sigue el esquema de reaccion mostrado en la
Figura 2.9, donde se observa un proceso en el que el grupo hidroxilo (fenélico)
del p-hidroxibenzaldehido reacciona con un grupo hidroxilo superficial de
caracter acido Bronsted del soporte produciéndose un enlace éster, y la

eliminacion de una molécula de agua, en el proceso.
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5.1.2.1
FUNCIONALIZACION Y ACTIVACION DEL SOPORTE
ALPO4/SEPIOLITA POR REACCION CON
4-AMINOBENCILAMINA Y TEREFTALDIALDEHIDO

La reaccion de los grupos acidos superficiales del soporte, con uno de
los grupos amino terminales de la aminobencilamina, se lleva a cabo mediante
la homogeneizacion en un matraz de 100 ml, de 20 g del soporte
AlPO4/Sepiolita, 80 ml de éter etilico y 4 ml de aminobencilamina (Merck,
99 %), durante una hora en rotavapor a temperatura ambiente. Estas
cantidades proporcionan las condiciones denominadas de “humedad
incipiente” que permiten la homogeneizacion de la mezcla empleando la
minima cantidad de disolvente. A continuacién se elimina el éter etilico, por
calentamiento en bano de agua en el mismo rotavapor pero sin efectuar vacio,
ya que hierve a 33 °C. A continuacién se introduce el matraz en un horno
microondas doméstico donde se le somete, durante quince minutos (en
periodos de 2 minutos), a irradiacion a 380 W. Tras varios lavados con éter
etilico del solido funcionalizado, para eliminar el reactivo que no ha
reaccionado con el sélido, éste se vuelve a impregnar en rotavapor con
aldehido tereftalico, 4 g, que tras eliminar en rotavapor el éter etilico, se
somete a una nueva activaciéon en microondas, irradiando a 380 W durante
cinco minutos. La alta conjugacion de la molécula enlazada al soporte
inorganico, tras la formacién del enlace iminico, proporciona un color amarillo
intenso al sé6lido activado (Figura 5.2). Eliminado el aldehido tereftalico que no
ha reaccionado por lavado con éter etilico, €l soporte activado esta listo para

ser empleado en la inmovilizacion de las lipasas.

La eficiencia del proceso de inmovilizacion se confirma mediante la
técnica de espectroscopia de Ultravioleta Visible con Reflectancia Difusa,
UV-vis-RD dada la gran sensibilidad que presenta dicha técnica, lo que la
hace especialmente Util e imprescindible en el seguimiento de la evolucion de
las superficies de los solidos tras los tratamientos de funcionalizacion

y/o sucesivas modificaciones quimicas superficiales. Se lleva a cabo en un
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espectrofotometro de UV-RD Varian Carey 1E, realizando barridos
correspondientes a longitudes de onda entre 200 y 900 nm. A partir de los
correspondientes espectros obtenidos en cada una de las diferentes etapas
(Figura 5.1), se pueden evidenciar los cambios producidos en la superficie del
s6lido inorganico empleado como soporte en los sucesivos tratamientos que
conducen a su funcionalizacion con grupos aldehidos superficiales
(Figura 2.8), capaces de reaccionar con aminoacidos de las enzimas. Estos

cambios se pueden observar también visualmente en la Figura 5.2.

L (©
4000 MV\
A
b {/ | \
= |y
s Vo \
§2000f | \
B O
2 \
< |
v 7\
N4 \
of @ T
| !
200 400 600 800

Wavelength (nm)

Figura 5.1. Espectroscopia de UV-vis-RD
obtenidas en las diferentes etapas
representadas en la Figura 3.6: (a) soporte
Sepiolita/AlPO4; (b) soporte activado después
del calentamiento por microondas con
4-aminobenzilamina, (c) soporte funcionalizado
con el tereftaldialdehido.
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Figura 5.2. De izquierda a derecha se presentan
las imagenes de (a) soporte Sepiolita/AlPO4, (b)
soporte Sepiolita/AlPO4 activado después del
calentamiento por microondas con
4-aminobenzilamina (c) soporte funcionalizado
con el tereftaldialdehido

5.1.2.2
FUNCIONALIZACION Y ACTIVACION DEL SOPORTE
AlPO4/SEPIOLITA CON p-HIDROXIBENZALDEHIDO

Siguiendo la sintesis en fase solida, por pasos, recogida en la
Figura 2.9 y de acuerdo con la metodologia publicada y patentada [90 - 92,
102], la funcionalizacion del soporte tiene lugar a través de la reaccion entre
20 g de soporte y 2 g de p-hidroxibenzaldehido en un horno microondas
convencional durante 15 minutos a 380 W, en periodos de 2 minutos. De
forma similar al proceso seguido en el punto anterior, el sélido es
homogeneizado con el p-hidroxibenzaldehido durante una hora en rotavapor a
temperatura ambiente. Tras este periodo se elimina el éter etilico, por
calentamiento en bafo de agua en el mismo rotavapor sin efectuar vacio, y a
continuacion se efecttia la activacion por microondas.

La activacion del soporte se realiza mediante la consecuciéon de un

“linker” con la funcionalizacién adecuada para que la enzima pueda unirse al
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soporte mediante un enlace covalente, para ello se hacen reaccionar los
grupos hidroxilos superficiales de caracter acido del soporte con un aldehido,
el p-hidroxibenzaldehido, que aportara un grupo carbonilo terminal, con el

que los grupos amino libres de la enzima formaran el enlace iminico.

Se usa el sistema AIPO4/Sepiolita como soporte, previamente activado y
funcionalizado con p-hidroxibenzaldehido, de acuerdo con la sintesis en fase
solida, por pasos, recogida en la Figura 2.9, de acuerdo con la metodologia
anteriormente descrita. Aqui, se hacen reaccionar los grupos acidos Bronsted
superficiales de caracter acido del soporte con el grupo p-hidroxilo de un
aldehido, el p-hidroxibenzaldehido, que aporta un grupo carbonilo terminal,
con el que los grupos amino libres de la enzima formaran el enlace iminico.
Igualmente la reaccion de activacion se efectiia de forma rapida y limpia, en

un horno de microondas convencional.

La eficiencia del proceso de inmovilizacién se confirma mediante
espectroscopia de Ultravioleta Visible con Reflectancia Difusa, UV-vis-RD,

cuyos resultados se muestran en la Figura 5.3.

A partir de los correspondientes espectros obtenidos en cada una de las
diferentes etapas, podemos evidenciar los cambios producidos en la superficie
del solido inorganico empleado como soporte en los sucesivos tratamientos
que conducen a su funcionalizacién con grupos aldehidos superficiales,

capaces de reaccionar e inmovilizar las enzimas.
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Figura 5.3. Espectroscopia de UV-vis-RD
obtenidas en las diferentes etapas
representadas en la Figura 3.6: (a) soporte
Sepiolita/AlPO4; (b) soporte activado después
del calentamiento por microondas con
p-Hidroxibenzaldehido.

5.1.3
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CATALITICA DE LOS
SISTEMAS SEPIOLITA/AIPOq4

Para evaluar la actividad catalitica de los sistemas sintetizados, se llevan
a cabo reacciones de transesterificacion con el sobrenadante separado tras la
inmovilizaciéon, con el sistema heterogeneizado, asi como con la enzima en
forma nativa, para posteriormente obtener las velocidades de reaccion de cada

sistema.

La cantidad de enzima retenida por inmovilizacion, se puede saber

calculando el porcentaje de enzima inmovilizada, Einm, que se calcula mediante
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la diferencia entre la actividad catalitica de la enzima nativa y la actividad del
sobrenadante separado por centrifugacién en cada uno de los procesos de

inmovilizacion:

nat

.
Eppn = ——— X 100

imm
nat

La actividad residual después de la inmovilizacion, obtenida del
porcentaje de enzima inmovilizada cataliticamente activa, Ees, se determina de

la relacion entre las actividades de la enzima inmovilizada y nativa:

E,, = T x 100

1€s
7 nat

La actividad especifica, Egpe, es indicativa de la eficiencia de la enzima
inmovilizada con respecto a la enzima nativa, y se puede obtener de la

siguiente relacion:

Eres rimm
Espe= T X100=f>(100

imm Toat — T

En las Tablas 5.3 y 5.4, se pueden ver las velocidades de reaccion
obtenidas para el sistema inmovilizado, usando el linker p-hidroxibenzaldehido
y 4-aminobencilamina mas aldehido tereftalico, respectivamente. En ambos
casos se opera a una temperatura de 30 °C y a dos valores de pH. También se
obtienen las cantidades de enzima inmovilizada (Einm), la actividad residual

(Eres) y 1la actividad especifica (Espe).
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Tabla 5.3. Porcentaje de enzima inmovilizada, Einm, actividad residual,
Eres, y actividad especifica de 1la enzima inmovilizada, Espe,
determinadas a partir de los correspondientes valores de actividad
catalitica (mmol/min) de la enzima nativa, rnat, la actividad del filtrado
en el proceso de inmovilizacién, rm, y la actividad de la enzima
inmovilizada, Tinm, para el linker p-hidroxibenzaldehido.
La inmovilizacion se ha llevado a cabo a pH 7y 9, y 30 °C.

H Tnat 102 ra 102 Tinm 102 Einm Eres Espe
P (mmol/min) (mmol/min) (mmol/min) (%) (%) (%)

7 14.28 2.9 1.8 79.7 12.6 15.8

9 12.5 10.0 9.0 20.0 72.0 360.0

Tabla 5.4. Porcentaje de enzima inmovilizada, Einm, actividad residual,
Eres, y actividad especifica de 1la enzima inmovilizada, Espe,
determinadas a partir de los correspondientes valores de actividad
catalitica (mmol/min) de la enzima nativa, rnat, la actividad del filtrado
en el proceso de inmovilizacién, rm, y la actividad de la enzima

inmovilizada, Tinm, para el linker 4-aminobencilamina +
tereftaldialdehido. La inmovilizacion se ha llevado a cabo a pH 7 y 9,
y 30°C.
pH Tnat 102 rm 102 Tinm 102 Einm Eres Espe
(mmol/min) (mmol/min) (mmol/min) (%) (%) (%)
7 14.3 12.8 4.6 10.4 32.2 310.8
9 12.5 7.0 5.9 44.0 47.2 107.0

A la vista de los resultados obtenidos se pueden obtener varias
conclusiones, relativas al pH de operacion y del método de inmovilizacion.
Cuando se emplea p-hidroxibenzaldehido como activante, se observa una
influencia muy importante del pH de operacion en el proceso de
inmovilizacion, de forma que a pH 7 se consigue fijar el 79.7 % de la lipasa,
frente al 20.0 % que se obtiene a pH 9. No obstante, la calidad de la lipasa

inmovilizada a pH 7 es claramente menor que la obtenida a pH 9, donde la
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actividad residual, Es, y especifica, Espe, de las enzimas inmovilizadas son

muy superiores.

Al operar con un linker de mayor tamafno, como en el caso de
4-aminobencilamina unida a aldehido tereftalico, sucede de manera inversa,
obteniéndose mayor cantidad de lipasa inmovilizada al operar a mayor pH,
también con mayor actividad residual, E.s, aunque con menor actividad
especifica, Espe. Es decir, en este caso la lipasa inmovilizada funciona de

manera menos eficiente que la libre.

La comparacion entre ambos sistemas de activacion parece aconsejar el
empleo de p-hidroxibenzaldehido como agente activante del sé6lido inorganico,
operando a pH 9. Ademas, este método es comparativamente mas simple,
pues la activacion se lleva a cabo en un solo paso, frente a los dos necesarios

con el proceso que emplea 4-aminobencilamina y aldehido tereftalico.

5.1.4
SISTEMA QUE USA SEPIOLITA COMO METODO DE
RETENCION FISICA

A fin de evaluar el posterior efecto del tratamiento de desmineralizacion,
se realizan una serie de ensayos en los que se emplea sepiolita de Tolsa S.A,
Vallecas (Madrid), con un solo lavado con agua desionizada. Estos resultados
se comparan con los obtenidos cuando esta misma sepiolita es sometida a un
tratamiento acido desmineralizante, como soporte de la lipasa [102], frente a
la produccion de Biodiesel mediante la transesterificacién de aceite de girasol

con etanol absoluto.

Para llevar a cabo la inmovilizacion de la enzima sobre la sepiolita
natural, tanto desmineralizada como sin desmineralizar, se sigue Ila
metodologia descrita [102], poniendo en contacto en el matraz de reaccion

5 g de esta sepiolita sin desmineralizar, 0.2 g de lipasa, 5 ml de etanol



RESULTADOS Y DISCUSION: LIPASAS INMOVILIZADAS

absoluto y 5 ml de agua destilada. Antes de efectuar la reaccién se mantiene
con agitacion controlada en rotavapor durante 1 hora a temperatura

ambiente.

El tratamiento acido desmineralizante se lleva a cabo en las condiciones
previamente descritas. Cada ocho horas, se determina la presencia de Mg en el
sobrenadante empleando “amarillo titan” como indicador especifico. El ataque
acido se repite hasta que se determina la ausencia de Mg. Para mantener la
estructura fibrosa asi obtenida, el solido resultante se mantiene en todo
momento en condiciones de humedad incipiente. Para la inmovilizacion de la

enzima se sigue la metodologia anteriormente descrita.

A fin de evaluar los resultados del tratamiento acido desmineralizante,
se han medido las actividades de la enzima nativa, el filtrado resultante de la
inmovilizacion asi como de la enzima inmovilizada en el soé6lido. En la
Tabla 5.5 se muestran los resultados obtenidos para la inmovilizacién de la
lipasa en sepiolita sin desmineralizar, y en la Tabla 5.6 los de la sepiolita
desmineralizada. Las reacciones para determinar la actividad catalitica se han

llevado a cabo a 30 °C.

Tabla 5.5. Porcentaje de enzima inmovilizada, Einm, actividad
residual, Eres, y actividad especifica de la enzima inmovilizada,
Espe, determinadas a partir de los correspondientes valores de
actividad catalitica (mmol/min) de la enzima nativa, rnat, la
actividad del filtrado en el proceso de inmovilizacion, rf, y la
actividad de la enzima inmovilizada, rinm, para la lipasa
inmovilizada en sepiolita sin desmineralizar. La inmovilizacion se
ha llevado a cabo a pH 7 y 9.

Inat 102 ra 102 Tinm 102 Einm Eres Espe

(mmol/min) (mmol/min) (mmol/min) (%) (%) (%)

pH

7 14.1 12.8 0.6 9.2 43 46.7

9 14.5 13.5 1.2 6.9 8.3 120.3
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Tabla 5.6. Porcentaje de enzima inmovilizada, Einm, actividad residual,
Eres, y actividad especifica de la enzima inmovilizada, Espe, determinadas
a partir de los correspondientes valores de actividad catalitica
(mmol/min) de la enzima nativa, rnat, la actividad del filtrado en el
proceso de inmovilizacion, rf1, y la actividad de la enzima inmovilizada,
rinm, para la lipasa inmovilizada en sepiolita desmineralizada. La
inmovilizacion se ha llevado a cabo a pH 7 y 9.

T'nat 102 rm 102 Tinm 102 Einm Eres Espe

P (mmol/min) (mmol/min) (mmol/min) (%) (%) (%)
7 14.7 6.1 7.8 58.5 53.0 90.6
9 14.2 4.7 9.2 66.9 64.8 96.9

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el tratamiento de
desmineralizacién es imprescindible para incrementar de forma notable la
capacidad de inmovilizacién del soporte sepiolita. Ademas, con la sepiolita
desmineralizada, los valores de todos los parametros evaluados, porcentaje de
enzima inmovilizada, Einm, actividad residual, E..s, y actividad especifica, Egpe,
presentan resultados levemente mejores que los obtenidos con la
inmovilizacién covalente sobre el soporte AlIPO4/Sepiolita, por cualquiera de

los dos métodos investigados.

Se puede concluir que mediante la retencion fisica llevada a cabo en
sepiolita previamente desmineralizada y a pH 9, se obtienen los mejores

resultados de actividad para la lipasa inmovilizada.
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5.1.5
REUTILIZACION DE LOS SISTEMAS INMOVILIZADOS

Se han llevado a cabo reacciones sucesivas utilizando los dos sistemas
de inmovilizacién que se han considerado mas apropiados. Para ello se han
realizado tandas de reacciones reutilizando la enzima inmovilizada tanto de
forma covalente usando p-hidroxibenzaldehido como linkery a pH 9, asi como

la lipasa inmovilizada por retencion fisica a pH 9 en sepiolita desmineralizada.

Previamente a la reutilizacién de la enzima soportada, ésta se somete a
un lavado con una disoluciéon 100 mM de tampoén fosfato a pH 8, y se seca en

desecador durante 2 horas.

En la Tabla 5.7 se muestran los resultados de las reacciones llevadas a
cabo con ambos sistemas de inmovilizacion, a 30 °C, con 12 ml de aceite,
3.5 ml de etanol absoluto y pH 11, considerando estas condiciones, obtenidas
evaluando la enzima en forma libre, como optimas para esta lipasa. La
cantidad de enzima inmovilizada usada en ambos casos fue un 15 % en peso

con respecto al aceite utilizado.

En la Figura 5.4, se puede observar mas facilmente la actividad
residual de cada sistema de inmovilizacion seleccionado tras cada uso. Puede
verse como el sistema que usa p-hidroxibenzaldehido como linker para
inmovilizaciéon covalente presenta un comportamiento mas estable,
manteniendo la actividad practicamente al 100 % hasta el cuarto uso, a partir
del cual comienza una pérdida de actividad que se mantiene aceptablemente
hasta el quinto uso. Por el contrario, el sistema que utiliza sepiolita
desmineralizada como sistema de retencion fisica, muestra una perdida de

actividad progresiva a partir del primer uso.

El comportamiento de ambos sistemas es totalmente congruente con el
hecho de que la inmovilizacion covalente es un medio de inmovilizacion que
permite obtener inmovilizaciones mas estables, por lo que es completamente
logico que el sistema que usa p-hidroxibenzaldehido como linker, presente un

comportamiento mas estable manteniendo la actividad casi al 100 % en los



primeros cinco usos. Por el -contario,
desmineralizada presenta un comportamiento menos estable, perdiendo la
actividad progresivamente con los usos, probablemente debido a la lixiviacion

de la enzima, al ser un sistema de retencién fisica y no por enlaces covalentes

que aportan mas estabilidad.
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sistema que usa sepiolita

Tabla 5.7. Datos de reutilizaciéon de los dos sistemas de
inmovilizaciéon covalente

inmovilizacién seleccionados,

usando p-hidroxibenzaldehido como linker,
desmineralizada como soporte por retencion fisica.

y sepiolita

CONVERSION FAEE MG+DG TG

N° USO
(%) (%) (%) (%)
Lipasa LR inmovilizada usando
p-hidroxibenzaldehido como linker

1 84.3 59.1 25.2 15.7
2 83.7 53.2 30.5 16.3
3 83.1 52.9 30.2 16.9
4 83.6 54.3 29.3 16.4
5 77.8 42.8 35.0 22.2
6 61.3 36.3 25.0 38.7
7 40.1 28.9 11.2 59.9
8 34.2 22.3 11.9 65.8
9 21.4 15.6 5.8 78.6

Lipasa LR inmovilizada en sepiolita desionizada

90.2
83.7
73.2
61.1
60.6
49.5
33.3
21.2
18.1

©O 00 N O U A W N =

60.3
58.1
43.1
37.8
32.3
29.9
20.1
16.7
12 .3

29.9
25.6
30.1
23.3
28.3
19.6
13.7
4.5
5.8

9.8
16.3
26.8
38.9
39.4
50.5
66.2
78.8
81.9
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Actividad residual / (%)

—8— linker p-Hidroxibenzaldehido
--O--- Sepiolita desmineralizada

2 4 6 8 10
Usos

Figura 5.4. Datos de actividad residual de los dos
sistemas de inmovilizacién seleccionados con
distintos usos.

5.1.6
REACCION CON RESIDUOS GRASOS DE ORIGEN
ANIMAL

Los resultados obtenidos al emplear una fuente de triglicéridos
residuales, como puede ser un residuo de grasa animal de la empresa
Prolongo, rico en acidos libres y glicéridos, puede constituir una comprobacion
reveladora de la estabilidad y capacidad del sistema enzimatico en la

transformacién de aceites (o grasas) en biocombustibles.

Para ello se ha llevado a cabo un experimento donde se ha efectuado
una reaccion con etanol absoluto y una grasa de origen animal suministrada
por dicha empresa, con la Biolipasa R inmovilizada covalentemente con p-
hidroxibenzaldehido. Esta grasa proviene de un proceso de extraccion y
purificacién de grasas de restos animales de mataderos. Debido al proceso de
extraccion, estas grasas presentan un elevado grado de acidez (5.1°), lo que

imposibilita su utilizacion directa por el método enzimatico desarrollado,
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ya que la presencia de NaOH, necesaria para conseguir el pH optimo
requerido, provoca la formacion de jabones por reaccién con los acidos grasos

presentes en la materia prima.

Este problema se evita llevando a cabo una reaccién de esterificacion,
previa a la reaccion de transesterificacion, consistente en una reaccion de
esterificacion convencional con metanol en medio acido, con la finalidad de
esterificar los acidos grasos libres con metanol para obtener ésteres metilicos
de acidos grasos (FAME), y eliminar asi los acidos libres que imposibilitan la
reaccion de transesterificacion con lipasas. Para ello se han usado 100 gr de
grasa animal, y se han hecho reaccionar con 30 ml de metanol en presencia
de 3 ml de acido sulfarico al 98 % a reflujo durante una hora. Tras esta
reaccion, el contenido del matraz se neutraliza con 1 ml de NaOH 10 N para
eliminar la acidez remanente y separar el acido sulfiirico como sulfato sodico
precipitado. Posteriormente se separa una fase inferior acuosa y llena de sales
que es desechada, y una fase superior homogénea que contiene glicéridos y
esteres metilicos de acidos grasos (FAME). Esta fase superior es utilizada para
llevar a cabo ahora una reaccion de transesterificacion con 35 mL de
etanol absoluto y 0.23 g de Biolipasa R soportada covalentemente con

p-hidroxibenzaldehido, durante una hora a 30 °C.
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5.2
LIPOZYME RM IM

En este apartado se discuten los resultados obtenidos con la lipasa
comercial inmovilizada Lipozyme RM IM. A este respecto, se ha realizado un
estudio para evaluar la influencia de varios parametros de reaccion en la

actividad de esta lipasa.

Para el estudio de esta lipasa se ha optado por utilizar la misma relacion
volumétrica Aceite/Etanol 12/3.5, empleada con las demas enzimas
estudiadas, ya que se ha observado que es la que mejores resultados ha
arrojado en los estudios realizados en nuestros laboratorios con diferentes
lipasas. Hemos utilizado una metodologia OVAT (One Variable At Time) para
estudiar la influencia de la temperatura, la carga de enzima utilizada y el
contenido de agua en el medio de reaccién. También hemos de indicar que
todas las reacciones se han llevado a cabo a pH 11, también empleado con las

demas lipasas estudiadas.

5.2.1
INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE REACCION

Para estudiar la influencia de la temperatura de reaccion en la
conversion, se ha optado por realizar experimentos a diferentes temperaturas,

entre 30 - 70 °C, con diferentes contenidos de lipasa en el medio.

En la Figura 5.5 se pueden observar los resultados obtenidos, de donde
facilmente se puede apreciar un maximo de actividad a los 40 °C para los tres
contenidos en lipasa estudiados. De la misma manera, puede apreciarse como
se produce un leve aumento de actividad cuando el contenido en lipasa

aumenta desde 20 a 50 mg, para caer drasticamente para un contenido de
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lipasa de 100 mg. Debido a esta observacion, se propone hacer una evaluaciéon
mas detallada de la influencia del contenido en lipasa, para poder saber de

forma mas certera el contenido optimo de biocatalizador necesario para

obtener un maximo en la conversion.

100 A

80 -

Conversion / (%)

60 -

—&— T?2yvs Conversion 20 mg RMIM
40 9| —a— T2 vs Conversion 50 mg RMIM
—0— T?yvs Conversion 100 mg RMIM

30 40 50 60 70
T2/(°C)

Figura 5.5. Datos de la influencia de la temperatura de
reaccion en la conversion para diferentes contenidos
de lipasa en el medio.

5.2.2
INFLUENCIA DEL CONTENIDO DE LIPASA

Para evaluar la influencia del contenido de biocatalizador en el medio de
reaccion, y poder conocer con mas exactitud el valor optimo necesario para
optimizar la conversion, se realizan varios experimentos a 40 °C, con una
relacion volumétrica aceite/etanol 12/3.5 y a pH 11, en los que se va
aumentando progresivamente el contenido en lipasa inmovilizada, desde un
0,1 % aun 1 % con respecto al peso de aceite empleado. Los datos obtenidos

se recogen en la Figura 5.6.
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Figura 5.6. Datos de la influencia del contenido de
lipasa inmovilizada en la conversion.

Puede observarse un maximo para la conversion con un contenido de
lipasa inmovilizada de 40 - 45 mg aproximadamente, lo que coincide con un

0.5 % en peso con respecto al aceite utilizado en las reacciones.

Se produce un aumento practicamente lineal de la conversion con el
contenido creciente de lipasa inmovilizada hasta el valor maximo de 40 mg,
a partir del cual se produce un descenso en la conversion. Probablemente,
este descenso esté provocado por la formacion de agregados de particulas del
biocatalizador inmovilizado que dificultan la transferencia de masa. Esto se ha
observado para algunas de las enzimas estudiadas en forma libre. En teoria,
la inmovilizacion deberia evitar este problema, pero como puede deducirse de
los datos, probablemente existe algiin mecanismo que provoca la disminucién
de la conversion, y parece que la explicacion mas légica sea la formaciéon de
agregados, que dificulten la transferencia de masa y por tanto el acceso de los

sustratos al sitio activo de la enzima.
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5.2.3
INFLUENCIA DEL CONTENIDO EN AGUA

A fin de evaluar como influye la cantidad de agua presente en el medio
de reacciéon sobre la conversion, se han llevado a cabo una serie de
experimentos en los que se han utilizado una temperatura de 40 °C, pH 11,
relacion aceite/etanol 12/3.5 y 40 mg de lipasa inmovilizada. En cada
experimento se ha ido aumentando el contenido en agua por adicion de agua
desionizada, y los datos obtenidos se muestran en la Tabla 5.8, y en la

Figura 5.7.

Tabla 5.8. Datos de la influencia del contenido en agua del medio de reaccion
para la lipasa inmovilizada comercial Lipozyme RM IM, para reacciones
llevadas a cabo a pH 11, relacion aceite/etanol 12/3.5, 40 °C y 40 mg de
lipasa inmovilizada.

Contenido Viscosidad
Conversion FAEE MG+DG TG
en agua cinematica
(%) (%) (%) (%)
(%) (mm?2/s)
0.0 92.5 59.8 18.7 21.5 8.3
0.05 89.6 60.1 15.2 24.7 8.6
0.10 84.5 58.7 18.1 23.2 8.8
0.16 81.2 58.1 19.3 22.6 9.7
0.22 62.8 49.2 12.5 38.3 10.5
0.27 32.3 30.1 8.3 61.6 14.2

Puede verse como el contenido en agua adicionada al medio de reaccién
provoca desde el inicio un descenso en la conversion para esta lipasa. Como es
de esperar, puede observarse en la Figura 5.7 un aumento casi exponencial

de la viscosidad cinematica con el contenido en agua del medio de reaccion.
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Es de destacar que en este caso, la tolerancia al contenido de agua en el
medio es algo mayor que para las lipasas en forma libre, lo cual puede ser
debido al soporte, que al ser de tipo i6nico retenga agua sin afectar de una

manera muy acusada, al menos inicialmente, a la enzima.
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Figura 5.7. Datos de la influencia del contenido de agua

en el medio de reaccion sobre la conversion.

5.2.4
REUTILIZACION DE LA ENZIMA INMOVILIZADA

Para estudiar la posibilidad de reutilizacién de la lipasa Lipozyme RM IM
en la reaccién de transesterificacion de aceite de girasol con etanol absoluto,
se realizaron experimentos con reacciones sucesivas llevadas a cabo en
condiciones estandar, a pH 11, relacién aceite/etanol 12/3.5, 40 °C, 40 mg de

lipasa inmovilizada y sin agua anadida al medio de reaccion.



Previamente a la reutilizacion de la enzima, ésta se somete a un lavado
con una disolucion 100 mM de tampoén fosfato a pH 8, y se seca en desecador
durante 2 horas. Tras el lavado y secado de la lipasa inmovilizada, ésta se
vuelve a utilizar en una nueva reaccion determinandose las conversiones y

composicion de la mezcla resultante. Los datos se encuentran recogidos en la

Tabla 5.9.
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Tabla 5.9. Datos de reutilizacion de la lipasa inmovilizada comercial
Lipozyme RM IM, para reacciones llevadas a cabo a pH 11, relacion
aceite/etanol 12/3.5, 40 °C, 40 mg de lipasa inmovilizada y sin agua
anadida al medio de reaccidn.

Viscosidad
Conversion FAEE MG+DG TG
N° Uso cinematica
(%) (%) (%) (%)
(mm?2/s)
1 98.6 61.7 26.9 11.4 8.3
2 87.0 60.3 14 .4 25.4 8.6
3 83.2 59.5 21.6 18.9 8.7
4 81.5 60.9 19.6 19.5 8.7
5 69.8 53.1 14.3 32.6 8.9
6 58.6 46.8 9.3 43.9 9.4
7 40.9 38.2 10.1 51.6 11.4
8 34.7 33.8 11.3 54.9 14.1
9 31.2 29.6 8.7 61.7 14.5
10 30.9 28.2 8.4 63.4 16.1

De la misma manera, puede observarse en la Figura 5.8, como se
produce un descenso inicial en la conversion que parece estabilizarse hasta el
cuarto uso, para posteriormente seguir descendiendo de manera casi lineal
hasta el séptimo uso. Después del séptimo uso se observa una tendencia a la

estabilizacion a valores ya muy bajos de conversion, del orden del 20 %, donde

parece mantenerse una actividad residual.
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Puede también apreciarse en la Figura 5.8, como a partir del sexto uso,
la viscosidad cinematica sufre un aumento exponencial, lo que limita la

utilizacion de la lipasa mas alla de seis veces consecutivas.
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(s/,ww) / O, OF B BONBWSUID PEPISOOSIA

Usos

Figura 5.8. Datos de actividad residual obtenidos al
reutilizar la enzima tras un lavado.

Comparando con los resultados de la Figura 5.4 podemos concluir que
las lipasas inmovilizadas de forma covalente mantienen mejor la actividad que
la lipasa comercial estudiada, que sufre un proceso de desactivacion muy

similar al experimentado por la sepiolita desmineralizada.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Tras haber realizado una discusién separada y pormenorizada de los
resultados obtenidos tanto para las lipasas en forma libre como inmovilizadas,
en el presente Capitulo se aborda una discusion general de los resultados
obtenidos en este estudio, en relacion a las posibilidades de aplicacion de

métodos enzimaticos a la produccion de biocombustibles.

Los estudios realizados han podido confirmar que diversas lipasas
comerciales (Lipopan 50 BG®, Biolipasa R® y Lipozyme RM IM®), permiten su
aplicacion a la produccion de biocombustibles que integren la glicerina como
monoglicéridos, aprovechando el caracter 1,3 selectivo de estas lipasas.
Ello requiere determinar especificamente para cada una de ellas las
condiciones de operacion y variables mas influyentes en la reaccion de
transesterificacion selectiva biocatalizada. Asimismo, se ha podido comprobar
que todas estas lipasas en principio son susceptibles de ser utilizadas en
forma inmovilizada. Asi, una vez estudiadas las enzimas en forma libre
(a excepcion de la Lipozyme RM IM que es una enzima inmovilizada comercial)
y tras evaluar los resultados obtenidos operando en las condiciones idoneas de
operacion de cada una de ellas, se ha considerado que la Biolipasa R es, la
que operativamente es mas adecuada, por lo que también se ha llevado a cabo

su evaluacion tras su inmovilizaciéon mediante diferentes procedimientos.

En cuanto a los resultados mas relevantes obtenidos en los estudios
realizados con las diferentes lipasas podemos destacar que, en lo que se refiere
a la PPL, se ha encontrado que la enzima funciona mejor cuando se emplea un
gran exceso de etanol en el medio, concretamente ha arrojado los mejores
resultados de conversién con una relacion volumeétrica aceite/etanol 2/1.
Asimismo, esta enzima opera de forma oOptima a 40 °C, pH 12 y tiempos de
reaccion relativamente cortos, entre 30 minutos a una hora, con pesos de
lipasa de aproximadamente del 0.4 % en peso con respecto al peso de aceite

utilizado y sin adicionar agua al medio de reaccion.
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Se ha estudiado también la influencia de la utilizacion de disoluciones
acuosas de NaOH de diferentes concentraciones para el ajuste del pH, todo
ello para diferentes relaciones aceite/etanol. Este estudio se ha llevado a cabo
con la idea de evaluar si existe influencia de la concentracion idnica efectiva
del medio, para ello se han usado diferentes concentraciones de NaOH y
diferentes contenidos de etanol. Como se ha podido observar en los resultados
que se muestran en la Figura 4.5, existe una gran influencia del contenido
salino del medio, no solo del pH, ya que se han usado diferentes
concentraciones de NaOH que han permitido obtener el mismo pH en el medio
pero con distinta concentracion idénica efectiva. Esta observacién ha sido
publicada en la revista Bioresource Technology, debido a que ha sido la
primera referencia a este comportamiento encontrada en la produccion de

biodiesel mediante el uso de lipasas.

En cuanto a la enzima Biolipasa R, se ha evaluado su comportamiento
ante la transesterificacion de aceite de girasol con etanol, encontrandose que
opera de forma 6ptima con un contenido de agua del medio de reacciéon del
0.15 %, un 0.05 - 0.1 % en peso de lipasa con respecto al peso de aceite
utilizado, 20 °C, relacion aceite/etanol 12/3.5 y pH 12 (por adiciéon de 75 ul de
NaOH 10 N).

Se ha conseguido explicar el comportamiento del sistema, en cuanto a
conversion y contenido en FAEE, mediante un modelo estadistico que
correlaciona estas variables de salida con las variables de reaccion (T%, pH y
relacion aceite/etanol), encontrandose unos coeficientes de correlacion entre
los valores experimentales y calculados de 91.6 y 90.1 % para conversion y
contenido en FAEE respectivamente. Por tanto, es posible predecir el
comportamiento del sistema en los intervalos estudiados para las variables de
reaccion, asi como obtener informacién sobre las condiciones o6ptimas de
operacion de esta enzima para la produccion de biodiesel mediante el
procedimiento estudiado. Todo ello se ha corroborado realizando experimentos
de validacion del modelo, cuyos resultados se han presentado anteriormente, y

que vienen a confirmar la consistencia del modelo.
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En lo que se refiere a la enzima Lipopan 50 BG, tras evaluar su
comportamiento, se ha encontrado que esta enzima trabaja de forma optima a
una temperatura de 20 °C, en torno al 0.16 % de agua en el medio de
reaccion, 0.3 % en peso de lipasa con respecto al de aceite, relacion
aceite/etanol 12/3.5 y pH 12. En este caso se ha encontrado en cambio que
el factor temperatura no es estadisticamente significante en el rango de
estudio. En este caso, el modelo estadistico de correlacion creado, ha
resultado en unos valores de coeficientes de correlacion entre los datos
experimentales y calculados de 81.8, 854 y 79.3 % para conversion,
contenido en FAEE y viscosidad cinematica, respectivamente. Por tanto, se
puede decir que existe una correlacion adecuada para las variables de salida
conversion y contenido en FAEE, siendo insuficiente en el caso de la
viscosidad cinematica. Por ello, se puede predecir el comportamiento del
sistema en cuanto a conversiéon y contenido en FAEE dentro el rango de

estudio, de acuerdo con los experimentos de validacion correspondientes.

Se puede decir, haciendo una comparativa entre las tres lipasas
operando en forma libre, que la Biolipasa R es la que opera en unas
condiciones mas suaves y rinde conversiones del orden del 90 %, similares a
las obtenidas con la PPL con unas condiciones mas “severas”, o sea, mayor
exceso de etanol y mayor temperatura. Mientras que el comportamiento de la
enzima Lipopan 50 BG se encuentra en un punto intermedio entre el de la PPL

y la Biolipasa R.

Por ello, se ha seleccionado la Biolipasa R como la mas idonea para
llevar a cabo el proceso de inmovilizaciéon mediante diferentes procedimientos,
ya que opera a baja temperatura, con relativamente poco exceso de etanol y

con tiempos de reacciéon cortos.

Los resultados obtenidos en 1lo que respecta a la sintesis
y caracterizacibn de los soportes para la inmovilizacibn de las
lipasas seleccionadas son en ambos casos satisfactorios, presentando
comportamientos diferenciados los sistemas biocataliticos resultantes tras la
inmovilizaciéon de la lipasa seleccionada. Asi tras evaluar la actividad catalitica

de cada uno de los sistemas heterogéneos sintetizados con la Biolipasa R, los
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resultados presentados previamente en las Tablas 5.3 y 5.4, ponen de
manifiesto la importancia del pH de operacion y del método de inmovilizacion.
Asi, cuando se emplea p-hidroxibenzaldehido como activante, se observa una
influencia muy importante del pH de operacibn en el proceso de
inmovilizacion, de forma que a pH 7 se consigue fijar el 79.7 % de la lipasa,
frente al 20.0 % que se obtiene a pH 9. No obstante, la calidad de la lipasa
inmovilizada a pH 7 es claramente menor que la obtenida a pH 9, donde la
actividad residual, Es, y especifica, Espe, de las enzimas inmovilizadas son

muy superiores.

Al operar con un linker de mayor tamano, como en el caso de
4-aminobencilamina unida a aldehido tereftalico, sucede de manera inversa,
obteniéndose mayor cantidad de lipasa inmovilizada al operar a mayor pH,
también con mayor actividad residual, E.s, aunque con menor actividad
especifica, Espe. Es decir, en este caso la lipasa inmovilizada funciona de

manera menos eficiente que la libre.

La comparacion entre ambos sistemas de activacion parece aconsejar el
empleo de p-hidroxibenzaldehido como agente activante del sé6lido inorganico,
operando a pH 9. Ademas, este método es comparativamente mas simple,
pues la activacion se lleva a cabo en un solo paso, frente a los dos necesarios

con el proceso que emplea 4-aminobencilamina mas aldehido tereftalico.

En lo que respecta a los resultados obtenidos con la Biolipasa R
inmovilizada por retenciéon fisica en sepiolita, sometida a un tratamiento de
desmineralizacion acida y sin desmineralizacion, los resultados recogidos en
las Tablas 5.5 y 5.6 ponen de manifiesto que el tratamiento de
desmineralizaciéon es imprescindible para incrementar de forma notable la
capacidad de inmovilizacién del soporte sepiolita. Ademas, con la sepiolita
desmineralizada, los valores de todos los parametros evaluados, porcentaje de
enzima inmovilizada, Einm actividad residual, E.s, y actividad especifica, Egpe,
presentan resultados algo mejores que los obtenidos con la inmovilizacion
covalente sobre el soporte AlPO4/Sepiolita, por cualquiera de los dos métodos
investigados. Por tanto se puede concluir que mediante la retenciéon fisica de

las lipasas estudiadas, llevada a cabo en sepiolita previamente
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desmineralizada y operando a pH 9, se obtienen los mejores resultados de

actividad para la lipasa inmovilizada.

Si se comparan globalmente ambos procesos de inmovilizacion, o sea
tras los usos sucesivos, mediante la unién covalente y por retencién fisica,
pueden destacarse interesantes conclusiones, tal como puede extraerse de la
Figura 5.4. El sistema inmovilizado mediante un linker, es mucho mas estable
que el sistema por retencion fisica, obteniéndose valores de actividad residual
estables y muy cercanos al 100 % hasta aproximadamente el quinto uso. Sin
embargo, el sistema inmovilizado por retencion fisica presenta una pérdida de
actividad residual mucho mas acusada, probablemente debida a la lixiviacion
de la enzima, tal como ha podido comprobarse por la presencia de proteinas
en el producto de reaccion (ensayo positivo de Biuret), lo que no ocurre en el
sistema covalente, donde se puede atribuir el descenso de actividad a una

desactivacion de las enzimas.

En lo que respecta al comportamiento de los sistemas inmovilizados
respecto a las enzimas en forma libre, se puede obtener a partir de la
comparacion entre los sistemas que usan Biolipasa R en forma libre y los que
usan Biolipasa R inmovilizada, ya sea fisicamente o covalentemente. Segun los
valores recogidos en las Tablas 4.1 y 5.7, donde se presentan datos de
reacciones con Biolipasa R en forma libre e inmovilizada respectivamente, se
puede ver como en la Tabla 5.7 para el primer uso (30 °C, relacién
aceite/etanol 12/3.5 y pH 11), que se obtienen conversiones del 84.3 %
y 90.2 % para el sistema covalente y por retencion fisica respectivamente.
Si se compara con una reaccion en las mismas condiciones o condiciones
similares pero con la lipasa en forma libre, se encuentran conversiones en
torno al 80 %, por lo que se puede concluir que a priori, el sistema
inmovilizado y utilizado una sola vez, presenta resultados practicamente
idénticos a utilizar la lipasa en forma libre. Estos resultados se mantienen
hasta aproximadamente el cuarto o quinto uso en el caso del sistema
inmovilizado covalentemente a través de un linker con p-hidroxibenzaldehido,
en cambio, desciende mas rapidamente en el caso de soporte por retencion

fisica, encontrandose ya en el quinto uso tan solo un 60 % de conversion.
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Por tanto, puede considerarse que el sistema de inmovilizacion covalente
a través de la formacion de un linker con p-hidroxibenzaldehido, es un método
de inmovilizacion perfectamente util en la produccién de este tipo de

biocombustible.

También resulta interesante la comparacion de los resultados obtenidos
con las lipasas inmovilizadas aplicando la tecnologia descrita, y una lipasa
inmovilizada comercial, Lipozyme RM IM, de donde se pueden hacer
importantes deducciones. Esta enzima presenta valores de conversiones
comparables al sistema inmovilizado a través de un linker, de entre 80 — 90 %,
pero con la diferencia de que en la enzima comercial inmovilizada se produce
un descenso de la actividad con los usos mucho mas notable y acusado que
en el caso del linker con p-hidroxibenzaldehido, y a su vez comparable con el
sistema por retencion fisica en sepiolita desmineralizada, tal como puede verse
en las Figuras 5.4 y 5.8. Este comportamiento es comprensible, ya que la
enzima comercial, al igual que el sistema obtenido con sepiolita, es un sistema
en el que la lipasa es retenida por retencion fisica, en el que el soporte esta
constituido por una resina de intercambio i6nico. De hecho, la curva de
desactivacion con los usos de ambos sistemas retenidos fisicamente, presenta
un perfil similar, con una disminucién de la actividad con los usos continua y
mas o menos acusada desde el inicio de su utilizacién, mientras que en el
sistema inmovilizado covalentemente, se observa un perfil totalmente distinto,
con un periodo inicial donde la enzima permanece bastante estable antes de

empezar a observarse una pérdida de actividad importante.

Para la reaccion llevado a cabo usando grasa de origen animal (Prolongo)
y la lipasa LR inmovilizada covalentemente con p-hidroxibenzaldehido, al final
del proceso, se ha reducido la viscosidad inicial de la materia prima
(38 mm2/s) hasta un valor de 6.3 mm?2/s, lo cual la hace perfectamente
utilizable en mezclas de alto contenido con diesel convencional, permitiendo
asi dar salida a este tipo de residuos. El biocombustible finalmente obtenido
presenta una acidez de 0.1°, mucho mas baja en comparacion a la acidez de la

materia prima inicial (5.1°).
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En la Figura 6.1 pueden verse de izquierda a derecha, la materia prima
inicial, el resultado de la reaccién de esterificacion con acido sulfarico y
metanol, y el resultado tras la reaccion de transesterificacion con la lipasa

inmovilizada.

Figura 6.1. De izquierda a derecha, grasa animal
(Prolongo), resultado de la esterificacion con H2S04 y
metanol y resultado de la transesterificacion con
etanol y lipasa inmovilizada covalentemente con
p-hidroxibenzaldehido.
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CONCLUSIONS

The results obtained during the development of the research presented in

this report, produce findings which are detailed below:

v' Reaction Conditions have been optimized to make possible the
transesterification reaction with sunflower oil and ethanol, by
using the lipases Biolipasa R, Lipopan 50 BG, PPL and Lipozyme
RM IM.

v Statistical models have been obtained with sufficient accuracy to
explain, in most cases, the variability in the conversion, FAEE

content and kinematic viscosity.

v" The influence of water content in the reaction medium for all the
lipases studied has been studied, yielding different results that
generally, allow to obtain an optimal water content in the reaction

medium.

v' It has succeeded in obtaining a new biofuel that integrates the
glycerin in the composition as mono and diglycerides, avoiding the

generation of glycerol and thus its necessary removal.

v It has been successfully carried out the immobilization of a
commercially available lipase (Biolipasa R), by physical retention
in a sepiolite and covalently via a linker with
p-hydroxybenzaldehyde and benzylamine-terephthalic aldehyde,

respectively.

v' Biofuel has been obtained without free glycerol content, from low

quality raw materials from animal waste.



CONCLUSIONS

v' It has been successfully carried out the transesterification reaction
with animal fat from butchery waste, using covalently immobilized

Biolipasa R with p-hydroxybenzaldehyde.
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ABSTRACT

Biodiesel production has received considerable attention in the recent years as biodegradable and non-
polluting fuel. In this work, an inexpensive purified 1,3-specific lipase from Thermomyces lanuginosus
(Lipopan 50 BG from Novozymes AS, Denmark) was utilised as biocatalyst in an alternative approach to
obtain a novel second generation biodiesel-like biofuel. This novel product, which integrates glycerol as
monoacylglycerols (MG) into the biofuels composition, can avoid the removal step/s of such byproduct,
mandatory in the production of conventional biodiesel. A multi-factorial design and response surface
methodology (RSM) were employed to evaluate the effects of several conditions (temperature, molar ratio
of ethanol to oil and pH) on the conversion of sunflower oil into a blend of Fatty Acid Ethyl Esters (FAEE),
MG and diacylglycerols (DG). The effects of water content and concentration of lipase on conversion
into FAEE and MG were also studied. Results obtained indicate that pH, molar ratio of ethanol to oil and
water content were significant factors influencing the conversion in the systems under the investigated
conditions. Low temperatures (20°C), high pH values (close to 12), and an oil/ethanol volume ratios of
3.4/1 were found to be the key controlling parameters which provide optimised results after 1 h reaction

(conversions around 70%; kinematic viscosities about 8.5 mm?s-1).

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The production of biodiesel has become very important in recent
years as potential alternative to partially fulfill the expected future
energy demands in the transport sector [1,2]. Several methods have
been reported for the production of biodiesel from vegetable or
waste cooking oils and animal fats, including direct use and blend-
ing, microemulsification, pyrolysis, and transesterification [3].

Transesterification is currently one of the most attractive and
widely accepted methodologies for biodiesel production [4]. The
conventional method for biodiesel production involves the use
of homogeneous base catalysts under mild heating (50-60°C),
although there are many others extended methodologies. Main
factors affecting transesterification processes include reaction tem-
perature, alcohol/oil molar ratio, type and concentration of catalyst
as well as purity of reactants. In any case, an excess of alcohol is

* Corresponding author at: Departamento de Quimica Orgénica, Universidad de
Cérdoba, Campus Universitario de Rabanales, Edificio Marie Curie (C-3), Carretera
Nacional IV-A, Km 396, E-14014 Cérdoba, Spain. Tel.: +34 957212065;
fax: +34 957212066.

E-mail address: qo1lumad@uco.es (D. Luna).

0920-5861/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cattod.2010.12.028

normally utilised in the biodiesel production process in order to
switch the equilibrium to the production of esters (with glycerol as
main by-product) through a stepwise process. In spite of the alka-
line impurities generated in the conventional method that need
to be removed, glycerol is the main drawback of this method, not
only because its generation reduces the atomic yield of the pro-
cess, but also due to the extensive water cleaning of the biodiesel
obtained in order to remove such residual glycerol and alkaline
impurities.

We have recently developed a protocol for the preparation of
novel types of biodiesel-like biofuels that integrate glycerol into
their composition via 1,3-regiospecific enzymatic transesterifica-
tion of sunflower oil using pig pancreatic lipase (PPL) [5,6]. This
protocol predates any conventional method of biodiesel prepara-
tion, offering operating conditions remarkably simpler and more
efficient and a process virtually waste-free of impurities (acidic
or alkaline). No byproduct needs to be removed from the final
reaction mixture, simplifying the procedure and reducing the envi-
ronmental impact of the process [7-10]. These second generation
biofuels also exhibit similar physical properties to those of conven-
tional biodiesel and avoid the production of glycerol as by-product.
Furthermore, monoacylglycerides (MG) were proved to enhance
biodiesel lubricity as demonstrated by recent studies [11-14].
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This family of novel biofuels integrating glycerol into their
composition were initially prepared taking advantage of the 1,3
selective nature of the pig pancreatic lipase (PPL) [5,6]. How-
ever, many other isolated lipases have this inherent 1,3 selective
character and their application for biofuels production holds an
interesting potential from an economical point of view due to
their relative low cost. This is the case of the microbial lipase
Lipopan 50 BG (Novozymes AS, Denmark), a purified lipase from
Termomyces lanuginosus microorganism, widely employed as bread
emulsifier [15,16] but never been reported, to the best of our
knowledge, as biocatalyst in any chemical process. Many reports
have been published using lipases from this microorganism in
order to obtain conventional biodiesel, both with free enzymes
[17-19] and immobilized on several supports [20-28]. In some
cases, central composite design and response surface methodol-
ogy (RSM) were utilised to optimize the synthesis parameters
in biodiesel production [18,19]. Results obtained in most cases
pointed out the methanolysis of triglycerides (TG) did not work
well as compared to other short chain alcohols such as ethanol
[17-28].

In addition to this, a series of other parameters were found
to need further investigations to have a better insight into the
process for the production of this promising family of novel bio-
fuels via biocatalysis. Water activity (aw) has been recognised as a
key parameter which determines the enzymatic activity [29]. Cer-
tain physical properties of enzymes have been shown to change
depending on the hydration state of the proteins, influencing the
measured reaction rates. Reaction media with ay, <0.5 has been
reported to provide optimum conversions to methyl esters in the
immobilized lipase-catalysed production of biodiesel from restau-
rant grease using Thermomyces lanuginosus and Candida antarctica
lipases [30].

Herein, we report an optimisation study of the most impor-
tant parameters operating in the ethanolysis of sunflower oil using
Lipopan 50 BG (Novozymes AS, Denmark), a purified lipase from
T. lanuginosus microorganism, to obtain novel biofuels integrating
glycerol into their composition. These parameters include water
content, pH, oil/ethanol ratio and the effect of the temperature
and quantity of biocatalyst on the efficiency of the solvent-free
enzymatic process. In order to evaluate the influence of several
parameters at the same time in the transesterification reaction,
a multi-factorial design of experiments and response surface
methodology has been developed.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Commercial sunflower oil was obtained locally. Chromato-
graphically pure ethyl esters of palmitic acid, stearic acid, oleic acid,
linoleic acid and linolenic acid were purchased from Accustandard,
and methyl heptadecanoate was purchased from Sigma-Aldrich
and used as such. Other chemicals including absolute ethanol
and sodium hydroxide were commercially obtained from Panreac
(>99% purity).

2.2. Analytical method

Reaction products were monitored by capillary column gas
chromatography, using a Hewlett-Packard 5890 series Il equipped
with a flame ionization detector (FID) and an HT5 capillary
column (25m x 0.32mm x 0.10 wm). The injection system was
split-splitless. Helium was used as carrier gas was at a flow rate
of 1.5 mL/min. The temperature program was an initial tempera-
ture of 70°C, which was maintained for 2 min, and then increased

to 200°C (7 °C/min) and subsequently to 400 °C (20 °C/min), where
it was maintained over 5 min.

2.3. Alcoholysis reactions

Sunflower oil for food use, ethanol (Panreac, 99%) and a commer-
cial low cost lipase, Lipopan BG (Novozymes AS, Denmark), were
employed in the enzymatic ethanolysis reactions. These reactions
were performed according to a previously reported methodology
[5,6]. The mixture was stirred at controlled temperature (20-60°C)
in a 50mL round bottom flask, at varying the pH values (in the
9-12 range) and reaction times of 1 h. This reactor was provided
with temperature and stirred speed controllers and equipped with
a reflux condenser to avoid ethanol losses. The speed was set at
500 rpm to avoid mass transfer limitations.

pH values were achieved by adding different volumes of aque-
ous solution of NaOH. In this regard, a blank reaction in the presence
of the highest quantity of solution of NaOH was performed to rule
out a potential contribution from the homogeneous NaOH catal-
ysed reaction. Less than 10% conversion of the starting material
was obtained, so that a homogenous contribution can be consid-
ered as negligible under the investigated conditions. The reaction
mixture comprises of 9.4¢g (12 mL, 0.01 mol) sunflower oil, a vari-
able oil/alcohol volume ratio and different quantities of lipase. The
influence of water activity (a. ) was also evaluated by the addition
of different quantities of water to the reaction medium. All variable
were studied and optimized according to a factorial experimental
design and a response surface methodology.

2.4. Viscosity measurements

Viscosity becomes a critical parameter to change in the physical
properties of vegetable oils due to its importance in the ade-
quate operation of diesel engines. The transesterification process
of oils and fats is currently developed in order to implement
the resulting product with reduced viscosity as biofuel in exist-
ing diesel engines. Accurate viscosity measurements are critical to
assess the quality of biofuels produced, since inappropriate viscos-
ity values can decisively affect the optimum functioning of diesel
engines.

Viscosities were determined in a capillary viscometer Oswald
Proton Cannon-Fenske Routine Viscometer 33200, size 150. This is
based on determining the time needed for a given volume of fluid
passing between two points marked on the instrument. It corre-
lates to the movement restriction suffered by the flow of liquid, as
aresult of internal friction of its molecules, depending on their vis-
cosity. From the flow time (¢, seconds), the kinematic viscosity (v,
centistokes, cSt) can be obtained from the equation: v x t=C, where
C is the constant calibration of the measuring system in cSt x s,
which is given by the manufacturer (0.040350 mm?s~!, at 40°C)
and t the flow time in seconds. The kinematic viscosity is given by
the ratio between the dynamic viscosity (h, in Poise, g/cm s) and the
density (r, in g/cm3) v=h/r, in cm?2/s or centistokes, cSt, mm?/s.

2.5. Experimental design

The effect of process parameters in the enzymatic transesteri-
fication reaction and the optimum conditions for the conversion
were studied using a multifactorial design of experiments with
three factors run by the software StatGraphics® version 5.1. Two
of them at three levels and the last one at two levels, giving us 36
runs (Table 1). The experiments were performed in random order.
The experimental parameters selected for this study were reaction
temperature, oil/ethanol ratio and pH. Table 1 shows the coded and
actual values of the process parameters used in the design matrix
shown in Table 2. The quantity of lipase in all these experiments
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Table 1
Process parameters in factorial design: coded and actual values.
Variables Unit Level
-1 0 1
Temperature °C 20 40 60
Qil/ethanol ratio (v/v) mL/mL 6/1 - 3.4/1
pH - 8 10 12

was fixed to 30 mg. All experiments were duplicated in order to
avoid experimental errors.

2.6. Water content evaluation

A methodology was developed to evaluate the effect of water
content in the reaction comprising on a series of experiments in
which different and increasing amounts of water were added to the
reaction media. All others parameters were fixed at optimum val-
ues obtained from previous response surface methodologies (RSM)
for temperature (20 °C), pH (constant volume of NaOH solution, pH
12), oil to ethanol volumetric ratio 3.4/1 and 30 mg lipase.

Table 2

2.7. Effect of the quantity of lipase in the reaction

The effect of the amount of lipase in the reaction media is very
important to select the correct reaction conditions. This parameter
was evaluated in order to choose the necessary amount of lipase
that maximizes conversion without mass transfer limitations. Pre-
vious optimized values obtained from RSM (pH 12, oil to ethanol
ratio 3.4/1, 15 pL of water added, 20°C, 1 h reaction) were chosen.

2.8. Statistical analysis

The experimental data obtained from experimental design
were analyzed by RSM [34]. A mathematical model, following a
second-order polynomial equation, was developed to describe the
relationships between the predicted response variable (conver-
sion) and the independent variables of reaction conditions, as it
is shown in the Eq. (1), where ycony is the predicted response
variable; Bo, B;, Bii, Bij the intercept, linear, quadratic and inter-
action constant coefficients of the model, respectively; X;, X;
(i=1,3;j=1, 3;i # j) represent the coded independent variables

Experiments matrix of factorial design and the response obtained for conversion and viscosity. Model validation experiments are also shown.

Parameters Conversion (%) Kinematic viscosity
(mm?s1)
Run Temperature pH Oil/ethanol ratio
1 1 0 -1 28.9 19.5
2 1 -1 -1 43.7 103
3 0 -1 -1 30.7 14.6
4 -1 0 -1 37.5 14.5
5 -1 1 1 67.1 8.9
6 1 1 1 54.3 9.8
7 -1 -1 -1 39.1 14.6
8 0 1 -1 48.8 14.6
9 0 0 1 53.6 9.8
10 0 0 -1 42.8 14.2
11 0 1 1 66.7 9.1
12 1 1 -1 47 14.7
13 1 -1 1 45 9.9
14 1 0 1 49.1 10.6
15 -1 0 1 46.6 10
16 -1 -1 1 48.9 9.2
17 0 -1 1 37.8 10.1
18 -1 1 -1 51.8 16.5
Repeated experiments
19 0 0 -1 429 14.1
20 -1 1 1 68.4 8.7
21 -1 -1 -1 38.7 16.2
22 -1 0 1 45.1 10.5
23 1 -1 1 46.2 9.6
24 0 -1 1 36.2 10.2
25 -1 -1 1 50.1 9.1
26 0 0 1 54.1 9.3
27 1 1 1 55.1 9.4
28 0 -1 -1 28.9 14.7
29 1 1 -1 458 14.8
30 -1 0 -1 38.2 14.5
31 1 0 -1 29.2 20.2
32 1 0 1 48.4 10.9
33 0 1 -1 47.4 149
34 0 1 1 65.4 9.3
35 1 -1 -1 41.9 10.9
36 -1 1 -1 52.3 14.8
Parameters Conversion (%) Kinematic viscosity
(mm?2s-1)
Run Temperature pH Oil/ethanol ratio Predicted Observed Predicted Observed
Validation experiments
37 -0.8 03 0.6 51.6 47.4 11.2 10.6
38 0.1 -0.7 -0.2 39.5 34.6 12.6 14.2
39 -0.6 -0.2 -04 40.5 313 14.0 16.8
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Table 3
Analysis of variance (ANOVA) for conversion.

Table 4
Analysis of variance (ANOVA) for kinematic viscosity.

Analysis of variance (ANOVA) for conversion F-value P-value

Analysis of variance (ANOVA) for conversion F-value P-value

Source Sum of squares df  Mean square Source Sum of squares df  Mean square
(A) Temperature 100.86 1 100.86 3.92 0.0585 (C) Oil:ethanol 246.752 1 246.752 92.58 0
(B) pH 1393.85 1 1393.85 54.13 0 ratio
(C) Oil/ethanol 1139.06 1 1139.06 44.24 0 BB 13.6503 1 13.6503 5.12 0.0306
ratio Blogs 0.0367361 1 0.0367361 0.01 0.9073
AA 0.845 1 0.845 0.03 0.8577 Total error 85.2931 32 2.66541
AB 87.4225 1 87.4225 3.4 0.0768 Total 345.732 35
AC 204167 1 204167 008  0.7805 otal (corr.) :
BB 215.281 1 215.281 8.36 0.0076 R2=0.753; R? (Adj.)=0.738.
BC 75.9704 1 75.9704 2.95 0.0977
Blogs 0.7225 1 0.7225 0.03 0.8683
Total error 669.471 26 25.7489 Standarized Pareto graphic for Conversion
Total (corr.) 3685.53 35 BpH | [T —_—
R?=0.898; R? (Adj.)=0.825. C:Oil:Ethanol ratio | BRI HHE R, B -
B8 | B S
A:Temperature
(reaction conditions): AB
3 3 3 ig =]
2 =
Yeonv = Po + E BiXi + E BiiX: + E E BiiXiX; (1) A | B
i=1 i=1 i<j=1 0 2 4 6 8

Response surface plots were developed using the fitted quadratic
polynomial equation obtained from regression analysis, holding
one of the independent variables at constant values corresponding
to the stationary point and changing the order two variables. The
quality of the fit of the polynomial model equation was evaluated
by the coefficient of determination RZ, and its regression coefficient
significance was checked with F-test. Confirmatory experiments
were carried out in order to validate the model, using combina-
tions of independent variables which were not part of the original
experimental design, but within the experimental region.

3. Results and discussion
3.1. Analysis of variance (ANOVA)

The analysis of variance methods has become very attractive
in reaction parameters optimization and in the evaluation of the
effects of the parameters in the TG transesterification reaction
[31-33] due to its effectiveness in the analysis of variables. The
results of factorial design suggested that the major factors affect-
ing the transesterification, for the production of biofuels integrating
glycerol as monoacylglycerol, were pH and oil/ethanol ratio (v/v) as
shown in Table 3. To improve catalytic efficiency, a three and two
level-three-factor multifactorial analysis (ANOVA) was adopted to
evaluate the effects of the aforementioned factors on conversion
and kinematic viscosity. Results have been summarised in Table 2.

Data was fitted to quadratic polynomial model using the soft-
ware Statgraphics version 5.1. The quadratic polynomial model was
highly significant and sufficient to explain the relationship between
conversion/kinematic viscosity and important variables, as sum-
marised in Tables 3 and 4.

Determination coefficients R were 0.898 for conversion and
0.753 for kinematic viscosity, respectively, which imply a good fit
between models and experimental data (Figs. 1 and 2). The adjusted
correlation coefficients R?> were 0.825 and 0.738 for conversion and
kinematic viscosity, respectively (Table 3). Obtained results pointed
out that the pH and oil/ethanol (v/v) ratio were also important
parameters influencing the conversion in the systems (p <0.05).
Interestingly, that was not the case of the temperature which was in
the significance borderline (p = 0.0585). Only initial oil/ethanol ratio
(and a quadratic level for pH) was significantly important factors
(p<0.05) influencing the kinematic viscosity of reaction products
(Table 4).

Standarized effects

Fig. 1. Pareto graphic for conversion.

After the elimination of non influent parameters in the model
for conversion and kinematic viscosity, the R? values for conversion
and kinematic viscosity were 0.746 and 0.753 respectively, and the
equations obtained were remarkably simpler as compared to initial
ones.

conversion = 43.03 + 7.62 x pH + 5.63 x ratio + 5.19 x pH?  (2)

Yiinemvise, (%) =13.18 — 2.62 x ratio — 1.31 x pH? (3)

3.2. Optimization of the reaction parameters by RSM

The surface plots described by the regression model were drawn
to display the effects of the independent variables on conversion
(Fig.3)and kinematic viscosity (Fig. 4). The influence of the different
variables in the conversion of the systems can be clearly seen.

This model showed that the optimum values for the parameters
to maximize conversion were low temperatures (20°C), pH=12
and oil/ethanol (v/v) ratio = 3.4/1. Conversions around 70% and val-
ues of kinematic viscosity about 8.5mm?2s~! could be achieved
under these conditions, which in theory will render feasible the
utilization of the obtained biofuel in blends with diesel. For exam-
ple, the addition of 35% of petrodiesel with this biofuel reduces the
viscosity to 4.8 mm? s~1, falling within the acceptance limits of the
EN 14214.

Standarized Pareto graphic for Kinematic viscosity

C:Oil:Ethanol ratio
BB
BC
"8
B:pH
A |
AC
ATemperature E
0

2 4 6 8 10
Standarized effects

Fig. 2. Pareto graphic for the kinematic viscosity.
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Response Surface
Temperature=0,0

Conversion

Qil:Ethanol ratio

Fig.3. Conversionvs pH and oil/ethanol ratio response surface plot (more influential
parameters).

Response Surface
Qil:Ethanol ratio=0,0

Kinematic Viscosity
o

1
06 — 1
602 = 0,6
H'°'2 064 4 06 02 i
P Temperature

Fig. 4. Kinematic viscosity vs pH and oil/ethanol ratio response surface plot (more
influential parameters).

3.3. Effect of water content

The water content is a highly important parameter in enzymatic
transesterification, especially in solvent-free systems. A series
experiments under optimal conditions for T, pH and oil/ethanol
ratio, obtained from previous RSM studies, were carried out to
evaluate the effect of this parameter.

Fig. 5 shows the effect of water content in conversions obtained
in the transesterification reaction. A minimum in kinematic viscos-
ity, which corresponds to a maximum in conversion, was achieved
ataconcentration of 13.6% of added water. Consequently, the water
content is a very important parameter that is necessary to control,
in general, in ethanolysis process.

100 10,5

—&—— L Water vs Conversion =
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Fig. 5. Influence of water content on conversion and kinematic viscosities.
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Fig. 6. Influence of the quantity of lipase on conversion and kinematic viscosities.

3.4. Effect of the quantity of lipase

Fig. 6 depicts the effect of the quantity of enzyme utilised on
conversion and kinematic viscosity. 20 mg lipase was selected as
optimum value in all reactions, as this quantity was shown to be
sufficient to provide a combined good conversion and kinematic
viscosity values. Improved viscosity values could be obtained using
more quantities of biocatalyst but larger amounts of enzymes will
have a detrimental effect on the economics of the process.

4. Conclusions

A purified lipase from T. lanuginosus microorganism, Lipopan 50
BG (Novozymes AS, Denmark), usually used as bread emulsifier,
was successfully evaluated as inexpensive 1,3 selective biocatalyst
in the ethanolysis of refined sunflower oil.

Reactions carried out under optimised conditions rendered a
novel type of biodiesel-like biofuel comprising of a mixture of
monoacylglycerols and FAEEs (1/2 nominally), that can be poten-
tially blend directly with petrodiesel. This new biofuel can be
obtained at very short reaction times (50 min) and under mild reac-
tion conditions.

The analysis of variance showed that, in order to obtain an
improvement in conversion and kinematic viscosity of the transes-
terification of sunflower oil with ethanol in solvent free conditions,
low temperatures (20°C), high pH values (close to 12) and an
oil/ethanol ratio of 3.4/1 should be the operating parameters. The
quadratic models obtained also showed good results in terms of
predicting the conversion and kinematic viscosity in the investi-
gated systems.

The proposed methodology offers a comparatively higher
atomic yield as compared to conventional biodiesel production
(no glycerol byproduct generated), as well as a straightforward
processing and end-use after its preparation, avoiding purification
steps of residual glycerol.
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A comprehensive study of critical parameters in the pig pancreatic lipase (PPL) catalysed transesterifica-
tion of sunflower oil to novel biofuels integrating glycerol into their composition is reported. The influ-
ence of oil/alcohol ratio, temperature, quantity of enzyme and water added and pH have been
investigated. The enzymatic activity of PPL was found to be greatly influenced by the pH, reaching notable
activities at high pH values (10-12), in contrast to other lipases. The addition of small quantities of NaOH
(up to 0.1 mL) as coadjuvant in the transesterification reaction enhances the activity of the enzymes. This

Ié;e())/ :1\1/ er;is: remarkable behaviour, reported for the first time, may pave the way for the utilisation of these relatively
. cheap enzymes in large scale commercial biodiesel production. Besides, a novel biofuels containing glyc-

Ethanolysis ! . " X X N i

PPL erol into their composition as mono- and diglycerides using PPL as biocatalyst has been developed.

Sunflower oil transesterification

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Biofuels production has been encouraged over the past years as
potential alternative to partially meet the expected future energy
demands in the transport sector (Demirbas, 2009; Luque et al.,
2008). One of the most widely spread biofuels, biodiesel, is increas-
ingly being used in a wide range of countries worldwide as blends
with conventional diesel. Biodiesel typically comprises of fatty acid
(chains Cy4-C5;) esters of short-chain alcohols, mainly methanol.
Several methods have been reported for the production of biodiesel
from vegetable or waste cooking oils and/or animal fats including
direct use and blending, microemulsification, pyrolysis, and transe-
sterification (Pinto et al., 2005).

Among these, transesterification is the most attractive and
widely accepted methodology for biodiesel production (Van Ger-
pen, 2005). The conventional method for biodiesel production in-
volves the use of homogeneous base catalysts (e.g., NaOH and
KOH) under mild heating (50-60 °C). Other extended methodolo-
gies include the use of heterogeneous base catalysts (Verziu
et al., 2008) or solid acids (Al-Zuhair, 2007; Melero et al., 2009)

* Corresponding author. Address: Departamento de Quimica Organica, Univers-
idad de Cérdoba, Campus Universitario de Rabanales, Edificio Marie Curie (C-3),
Carretera Nacional IV - A, Km 396, E-14014 Cé6rdoba, Spain. Tel.: +34 957212065;
fax: +34 957212066.

E-mail address: qollumad@uco.es (D. Luna).

0960-8524/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biortech.2010.03.089

as well as enzymatic protocols (Ranganathan et al., 2008). Main
factors affecting transesterification processes include reaction tem-
perature, alcohol/oil molar ratio, type of catalyst (and concentra-
tion) and purity of reactants. In any case, an excess of alcohol is
normally utilised in the process to produce biodiesel in order to
shift the equilibrium to the production of esters and glycerol as
main by-product through a stepwise process.

Novel methodologies to prepare esters from lipids which di-
rectly afford alternative co-products are currently under develop-
ment. The transesterification reaction of triglycerides with
dimethyl carbonate (DMC), methyl acetate or ethyl acetate can
generate a mixture of three molecules of FAME or FAEE and one
of glycerol carbonate (GC) or glycerol triacetate (triacetin). Such
mixtures (FAME + GC) have relevant physical properties to be em-
ployed as fuels, constituting a novel biofuel denoted as DMC-BioD
(Caballero et al., 2009 and Luque et al., 2008). However, we have
only found a study in which ethyl acetate was utilised as acyl
acceptor by Modi et al. (2007) with Novozyme 435, where conver-
sions above 90% for oils such as jatropha, karanj and sunflower oil
were reported.

We have recently developed a protocol for the preparation of
novel biofuels integrating glycerol into their composition via
1,3-regiospecific enzymatic transesterification of sunflower oil
using an immobilised lipase (pig pancreatic lipase, PPL) (Caballero
et al., 2009). We found that operating conditions compared to the
conventional method of biodiesel preparation were much
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smoother and no impurities (acidic or alkaline) needed to be re-
moved from the final mixture, simplifying separation and reduc-
ing the environmental impact of the process (Al-Zuhair, 2007;
Royon et al., 2007; Salis et al., 2007; Shah and Gupta, 2007).

Furthermore, such biofuel exhibited similar physical properties
to those of conventional biodiesel and, at the same time, avoided
the production of glycerol as by-product in conventional biodiesel
production. Last, but not least, monoglycerides (MG) and diglyce-
rides (DG) were proven to enhance lubricity of biodiesel as demon-
strated by recent studies (Knothe, 2006; Knothe and Steidley,
2007). Despite all promising features of these novel biofuels inte-
grating MG and DG, the aforementioned 1,3-regioselectivity makes
difficult to obtain yields higher than 50-60% at short times of reac-
tion (Desai et al,, 2006; Hernandez-Martin and Otero, 2008; Li
et al., 2007; Rathore and Madras, 2007).

Only few reports of yields between 75% and 95% can be found at
relatively longer times of reaction (more than 24 h) (Camacho
et al., 2006; Paula et al., 2007). Our reported results thus opened
up new ways to deal with the production of alternative biofuels
using an enzymatic approach.

In contrast to most studied lipases, the role played by the pres-
ence of minor amounts of NaOH water solutions in the activity
improvement of the enzymatic process was noticeable in our re-
ported methodology using PPL (Caballero et al., 2009). PPL is an
extracellular lipase, which operates in the digestive tract of mam-
malians, actually under the higher pH values. It sounds reasonable
that this enzyme may operate under similar experimental condi-
tions (high pH) to those reported in the present work. Furthermore,
the ionic concentration created by the added NaOH solution could
also help to stabilise the structure of the enzyme. Comparatively,
most studied lipases are intracellular materials obtained from bac-
teria or fungi, so that optimum operation conditions employed in
such cases are close to neutral pH conditions.

In any case, reported results were preliminary and clearly unop-
timised, so that there are some parameters that needed further
investigation to have a better insight into the process for the pro-
duction of this promising family of novel biofuels via biocatalysis
employing ethanol and other short-chain alcohols as reagents.
Among these, water activity (a,) has been recognised as key
parameter which determines the enzymatic activity (Salis et al.,
2005). Physical properties of enzymes have been shown to change
depending on the hydration state of the proteins, influencing the
measured reaction rates. However, the way this phenomenon af-
fects enzyme kinetics in detail is not known. Reaction media with
ay < 0.5 has been reported to provide the highest conversions to
methyl esters in the immobilised lipase-catalysed production of
biodiesel from restaurant grease using Thermomyces lanuginosa
and Candida antarctica lipases (Hsu et al., 2002).

Here in, we report a comprehensive optimisation study of
important parameters in the production of biofuels integrating
glycerol into their composition. These include the influence of
the reaction medium in terms of water activity with respect to
pH and oil/ethanol ratio and the effect of the temperature on the
efficiency of the enzymatic process using free PPL under solvent-
less conditions.

2. Methods
2.1. Alcoholysis reactions

A commercial crude PPL (Type II, L3126, Sigma-Aldrich), sun-
flower oil for food use and ethanol (Panreac, 99%) were employed
in the enzymatic ethanolysis reactions. These reactions were per-
formed according to the procedure previously described (Caballero
et al., 2009), that is, in a 50 mL round bottom flask under continu-

ous stirring at controlled temperature (40-60 °C) varying the pH
values in the approximately 10-13 range. The various pH values
were achieved by adding always 0.1 mL of aqueous solutions of
different NaOH molar concentration, ranging between 1 and
10 N. In this regard, a blank reaction in the presence of the highest
quantity of solution of NaOH was performed to rule out a potential
contribution from the homogeneous NaOH catalysed reaction. Less
than 10% conversion of the starting material was found under
these conditions, so that a homogenous contribution can be con-
sidered as negligible under the investigated conditions. The reac-
tion mixture comprises of 9.4 g (12 mL, 0.01 mol) sunflower oil, a
variable oil/alcohol volume ratio and different amounts of free
PPL. The influence of water activity (a,,) was also evaluated by
the addition of different quantities of water to the reaction
medium.

2.2. Compositional analysis of reaction products by gas
chromatography and NMR spectroscopy

Samples were periodically withdrawn at different times of reac-
tion (5-60 min) and quantified using a gas chromatograph HP
5890 Series II Gas fitted with a capillary column HT5, 0.1 um
(25 m x 0.32 mm, SGE). Dodecane was employed as internal stan-
dard. Since peak overlapping (especially between mono- and digly-
cerides) was found by GC, NMR was employed to accurately
determine the MG/DG ratios.

NMR spectroscopy ('H and '3C) allows a very precise estima-
tion of the ratio of these glycerol derived compounds (Diehl and
Randel, 2007; Prestes et al., 2007; Vlahov, 2006). Thus, it is possi-
ble to quantify mono- and diglyceride content by combination of
both techniques (data of the relative quantities MG/DG from
INMR experiments, Fig. 2; and the total quantity MG + DG mix
from GC results). NMR spectra were collected on a computerised
NMR Bruker 400 MHz (NMR service of the Universidad de Cérdo-
ba). '*C NMR experiments have been carried out following the
methodology described by Vlahov (2006), while Mannina et al. re-
ported protocol has been followed to run 'H NMR experiments.
Experimental parameters were optimised to obtain the best ratio
SIN possible, so as to ensure the achievement of quantitative
results.

13C NMR allows the identification of the MG and DG in the area
of 174 ppm, with low S/N values, while the simpler 'H NMR spectra
gives separately MG and DG signals between 4 and 4.5 ppm. In any
case, both spectra show very similar results.

Of note is that NMR analysis of the whole series of optimisation
experiments performed in this work showed no significant differ-
ences in the DG/MG ratio, all values in the range of DG/MG 0.13-
0.15. Thus, the quantities of diglycerides in the blends MG + DG
never exceed 15% of the mix. In general, DG amounts often account
for 8-10% of the total MG + DG content, so that in most experi-
ments MG are mostly obtained. Under optimised conditions (40—
50 °C, oil/ethanol 2/1 ratio and 0.01 g of PPL, 1 h reaction) the max-
imum MG + DG content is around 20%, corresponding to about 3%
DG and 17% MG.

Reported results are then expressed as relative quantities of the
corresponding fatty acid ethyl esters (FAEE) and the sum of the
quantities of MG and DG (MG + DG) that cannot be clearly discrim-
inated with GC method. Yield (%) thus refers to the relative quan-
tities of FAEE produced. Conversion values include the total
amounts (%) of triglyceride transformed (FAEE + MG + DG). The
reaction rates and turnover frequencies (TOF, mol h~!g~! PPL)
were calculated from the yield, considering the amount of FAEE
generated per unit of reaction time and per unit weight of PPL en-
zyme employed.
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2.3. Viscosity measurements

Viscosity is a critical parameter essential to change in vegetable
oils in order to implement the resulting product with reduced vis-
cosity as biofuel in existing diesel engines. Accurate viscosity mea-
surements are critical to assess the quality of biofuel produced,
since inappropriate viscosity values can decisively affect the cor-
rect functioning of the diesel engine.

Viscosities were determined in a capillary viscometer Oswald
Proton Cannon-Fenske Routine Viscometer 33200, size 150. This
is based on determining the time needed for a given volume of fluid
passing between two points marked on the instrument. It correlates
to the movement restriction suffered by the flow of liquid, as a result
of internal friction of its molecules, depending on their viscosity.
From the flow time, t, in seconds, the kinematic viscosity (v, centis-
tokes, cSt) can be obtained from the equation: v x t = C, where Cis
the constant calibration of the measuring system in cSt x s, which
is given by the manufacturer (0.10698 mm? s~ !, at 40 °C) and t the
flow time in seconds. The kinematic viscosity also represents the ra-
tio between the dynamic viscosity (7, in Poise, g/cm s) and the den-
sity (p, in g/cm®) v = 5/p, in cm?/s or centistokes, cSt, mm?/s.

3. Results and discussion
3.1. Effect of different parameters on the enzymatic activity

3.1.1. Influence of the oil/ethanol ratio on PPL activity

Different oil/ethanol (v/v) ratios (in a solvent-free media
employing a one-step addition of the alcohol to the reaction sys-
tem) were investigated in order to study the influence of the reac-
tion operational conditions. Results are summarised in Table 1.

Conversion decreases in the systems at higher oil/ethanol ratios
(from 1/2 to 1/8), as expected in biodiesel synthesis (Al-Zuhair,
2007; Melero et al., 2009), with a decrease in the PPL processing
capacity expressed as TOF. This decrease in activity is also accom-
panied by the formation of increasing quantities of MG + DG (as
well as unconverted TG) that leads to a significant increase of vis-
cosity, almost linear, at higher oil/ethanol ratios.

Under optimised conditions (oil/ethanol 2/1, 50 °C, 0.01 g PPL,
30 min reaction), a 83% conversion was obtained, with 17% of
unconverted TG as well as 15% MG + DG (2% DG and 13% MG as
determined by 'H NMR studies). A very good viscosity (6.2 cSt)
was obtained for this particular biofuel composition, which poten-
tially could almost be employed directly without any blend with
diesel fuel (Corma et al., 2007; Dodds and Gross, 2007; Yazdani
and Gonzalez, 2007).

This behaviour could be mainly attributed to the increase in the
diffusional efficiency associated to increasing quantities of ethanol
rather than to the influence of this parameter on stoichiometry.
The lipase mechanism is in this case not significantly affected by
changes in oil/ethanol ratios as it happens when a catalysed chem-
istry process is developed.

3.1.2. Influence of reaction time on enzymatic activity of PPL
Results included in Table 2 indicate that quantitative conver-
sion in the systems could be achieved in less than 1 h (typically

Table 1

Table 2
Effect of the time of reaction on conversion, yields (mol% by GC) and TOF in the
ethanolysis of sunflower oil using PPL as biocatalyst.

Time  FAEE (mol MG +DG TG Conv. TOF (mmol h~!g!
(h) %) (mol%) (mol%) (mol%) PPL)
0.08 66 16 17 83 7968
0.16 70 16 14 86 4194
0.25 74 14 12 88 2944
0.33 70 14 16 85 2112
0.42 72 15 13 87 1735
0.50 72 14 14 86 1438
0.67 73 17 10 >90 1098
0.83 81 19 - >99 968
1.00 74 26 - >99 739

@ Reaction conditions: 12 mL (0.01 mol) sunflower oil, 6 mL ethanol, 0.01 g PPL,
50 °C, pH 12 (reached through the addition of 0.1 mL NaOH 10 N solution).

45 min). Shorter reaction times were found to be not adequate to
establish the kinetics of the enzyme activity due to the partially
reversible character of the ethanolysis process.

Interestingly, the maximum possible quantities of FAEE (around
67%, theoretical maximum yield allowed by the 1,3 PPL regioselec-
tivity) were observed at early times of reaction (3-5 min) (Cabal-
lero et al.,, 2009). The additional 6% conversion to FAEE can be
attributed to the 1,2-acyl-migration from MG, favored by the
slightly basic reaction conditions (Camacho et al., 2006).

3.1.3. Influence of the quantities of PPL on the enzymatic activity

Various ethanolysis reactions using increasing amounts of PPL,
under identical experimental conditions, were performed to find
out optimum conditions for biofuels production (Fig. 1). Increasing
quantities of PPL (from 0.01 to 0.06 g) did not significantly influ-
ence the activity in the systems in the reaction, with similar con-
versions found in the reaction, so that a remarkable decrease in
conversion per hour and unit of PPL weight (TOF) could be ob-
tained at increasing biocatalyst quantities. This phenomenon
might be due to the formation of enzyme agglomerates (often vis-
ible in the solution) that hinder the full contact of individual PPL
macromolecules with reactants.

Consequently, 0.01 g PPL were selected as optimised quantity of
biocatalyst as it implies lower enzyme consumption and costs, giv-
ing comparable results to those obtained using 0.04 and 0.06 g PPL.

3.1.4. Influence of the temperature on PPL activity

The influence of the reaction temperature on PPL activity was
studied under two different oil/ethanol ratios (2/1 and 6/1). Results
summarised in Table 3 for an oil/ethanol 2/1 ratio showed slowly
decreased reaction rates (TOF) with temperature, with a maximum
activity (71% FAEE, quantitative conversion) at 40 °C, the lower
investigated temperature. A similar kinetic behaviour of the enzy-
matic process was observed at higher oil/alcohol ratios (6/1).

Similarly, increasing quantities of DG and TG were also found in
both cases at increasing temperatures (Table 3), therefore suggest-
ing lower temperatures are more convenient to perform the enzy-
matic process for practical reasons. The effect of temperature has
been investigated in depth in the 40-60 °C range for the particular

Viscosity, yield, conversion (mol% by GC) and TOF obtained in the ethanolysis of sunflower oil at different oil/ethanol ratios using PPL as catalyst.?

Oil/ethanol ratio (mL/mL) (mol/mol) Kinematics viscosity 40 °C (cSt) ~ FAEE (mol%) MG + DG (mol%) TG (mol%) Conv. (mol%) TOF (mmolh~'g ! PPL)
(12/6)=2/1 1/10.3 6.2 69 15 16 83 692
(12/3)=4/1 1/5.1 11.8 52 31 17 62 518
(12/2)=6/1 1/33 14.8 33 27 41 55 554
(12/1.5)=8/1 1/2.6 18.8 26 21 53 56 259

4 Reaction conditions: 12 mL (0.01 mol) sunflower oil, 0.01 g PPL, 50 °C, 1 h reaction, pH 12 (reached through the addition of 0.1 mL NaOH 10 N solution).
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Fig. 1. Effect of the quantity of PPL on conversion (mol%) and reaction products composition (obtained by GC analysis) in the ethanolysis of sunflower oil. Reaction conditions:
12 mL sunflower oil (0.01 mol), 6 mL ethanol (oil/ethanol 2/1 ratio), 50 °C, 1 h reaction, pH 12 (reached through the addition of 0.1 mL NaOH 10 N solution).

Table 3
Effect of the temperature on conversion, yields (mol% by GC) and TOF in the
ethanolysis of sunflower oil using PPL as catalyst.?

Temperature FAEE M+D TG Conv. TOF (mmol h™"
(°C) (mol%) (mol%) (mol%) (mol%) g1 PPL)

40° 71 29 0 >99 711

50° 70 16 15 86 700

60° 65 15 19 81 652

40¢ 72 28 - >99 719

50¢ 62 25 13 87 623

60°¢ 55 26 19 81 552

¢ Standard reaction conditions: 12 mL (0.01 mol) sunflower oil, 0.01 g of PPL, 1 h
reaction, pH 12 (reached through the addition of 0.1 mL NaOH 10 N solution).

b Qil/ethanol ratio 2/1 (12 mL 0il/6 mL ethanol).

¢ Qil/ethanol ratio 6/1 (12 mL oil/2 mL ethanol).

case of the optimised 2/1 oil/ethanol ratio (Fig. 2), according to the
results in Table 1.

Biocatalysts also exhibited decreased TOF values at increasing
reaction temperatures, apparently against the Arhenius law. How-
ever, this behaviour is probably related to the partial denaturalisa-
tion of the enzyme at higher temperatures (55°C and above).

120
B FAEE
— m+D
100 1 M M M == TG
| =3 conw
80 - 1
&
5 60
)
40
20 1
0 . : .
40 45 50 55 60

Temperature (°C)

Fig. 2. Effect of the temperature of reaction on conversion (mol%) and reaction
products distribution in the ethanolysis of sunflower oil catalysed by PPL. Reaction
conditions: 12 mL (0.01 mol) sunflower oil, 6 mL ethanol (oil/ethanol 2/1 ratio),
0.01 g of PPL, 1 h reaction, pH 12 (reached through the addition of 0.1 mL NaOH
10 N solution).

According to these findings, we can conclude that there is no influ-
ence of the oil/alcohol molar ratio on the enzymatic alcoholysis
reaction mechanism due to the similar evolution of TOF data with
temperature (Table 3 and Fig. 2).

3.2. Effect of water activity and pH on the enzymatic activity

Since alcoholysis reactions do not involve water, its presence
could promote the hydrolysis of the esters, thus decreasing prod-
uct yields (Corma et al., 2007; Diehl and Randel, 2007; Dodds and
Gross, 2007; Hsu et al.,, 2002; Prestes et al., 2007; Vicente et al.,
2007; Vlahov, 2006; Yazdani and Gonzalez, 2007; Wehtje and
Adlercreutz, 2000). The effect of water content [water activity,
a,, expressed as water concentration in the organic phase or to-
tal water content of the system] on enzymatic activity (conver-
sion) and viscosity of the biofuels obtained was herein
investigated adding small quantities of water to the reaction mix-
ture under reported conditions (6/1 oil/ethanol ratio, 0.01 g PPL,
40°C, pH 12, 60 min reaction). Conversions observed show a
remarkable dependence of a, (Fig. 3) where the presence of
0.1 mL of water is sufficient to cause a notable drop in activity
(from 90% to 35%).

These results are generally consistent with the usual behaviour
of lipases that are sensitive to water activity conditions. Hydropho-
bic solvents normally allow higher lipases activities than those ob-
tained with hydrophilic ones, indicating that hydrophilic solvents
hinder enzyme activity, but do not remove any water from the en-
zyme. Highest water contents (superior to 0.8%) lead to signifi-
cantly reduced reaction rates (Wehtje and Adlercreutz, 2000).
However, extracellular lipases from Rhizopus oryzae (R. oryzae)
have been reported to catalyse methanolysis reactions in the pres-
ence of 4-30% water content in the starting materials, while the
enzymes were nearly inactive in the absence of water (Watanabe
et al., 2000). R. Oryzae could be therefore considered a potentially
effective enzyme to employ in the transesterification of waste oils
and fats that generally contain certain water amounts (Ban et al.,
2001).

A series of experiments were also developed (at constant water
quantities) to study the influence of the pH in the activity of the
enzyme under optimised conditions, varying the oil/ethanol ratio.
Results are summarised in Fig. 4. Interestingly, the pH effects are
close related to oil/ethanol ratios. High conversion values (close
to 80%) can be obtained at significantly different oil/ethanol ratios
by simply tuning the NaOH concentration (e.g., NaOH 10 and 7 N to
give the maximum conversion for 2/1 and 6/1 oil/ethanol ratios,
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Fig. 3. Influence of water added on conversion (mol%) and viscosity (cSt) of the
novel biofuel obtained via PPL catalysed ethanolysis of sunflower oil. Reaction
conditions: 12 mL (0.01 mol) sunflower oil, 2 mL ethanol (oil/ethanol 6/1 ratio),
0.01 g PPL, 40 °C, 1 h reaction, pH 12 (reached through the addition of 0.1 mL NaOH
10 N solution).
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Fig. 4. Influence of NaOH (added as coadjuvant) concentration on conversions
(mol%) in the PPL catalysed ethanolysis sunflower oil. Reaction conditions: 12 mL
(0.01 mol) sunflower oil, 0.01 g of PPL, 40 °C, 1 h reaction, carried out at constant
quantities of added water and different oil/ethanol ratios: (®) oil/ethanol = 2/1, v/v;
(O) oil/ethanol = 4/1, v/v; (V) oil/ethanol = 6/1, v/v; (A) oil/ethanol = 8/1, v/v.

respectively). To the best of our knowledge, this is the first report
accounting for this unusual effect in PPL catalysed processes.

It is worth pointing out at this stage that the alkaline solutions
added (NaOH solution in the range 1-10 N, up to 0.1 mL) act as
adjuvant in the ethanolysis process, but never as catalyst by them-
selves as reaction runs in the absence of the enzyme (even at the
maximum concentration of NaOH solution added) gave conver-
sions of the starting material inferior to 10% after 60 min reaction.
This remarkable enzyme activity behaviour of the PPL can influ-
ence their actual application in commercial-scale biodiesel produc-
tion, given the relatively low cost of PPL.

These results are consistent with those reported in the optimi-
sation process of several lipases for biofuels production (Shieh
et al., 2003) where the effects of reaction time, temperature, en-
zyme amount, molar ratio of alcohol to oil, and added water con-
tent on percentage weight conversion to fatty acid alcohol esters
by lipase transesterification have to be precisely evaluated. How-
ever, the adequate presence of alkaline metals in the reaction med-
ium is reported in this work, for the first time, as a pre-requisite to
obtain maximised yields under optimum conditions in PPL cata-

lysed reactions. Indeed, very low conversions are normally ob-
tained with PPL when operated in the absence of NaOH as
adjuvant. However, PPL has been reported to increase the effi-
ciency when operating under solventless CO, supercritical condi-
tions (Kumar et al., 2004).

4. Conclusions

Optimisation of critical parameters in the preparation of novel
biofuels containing glycerol into their composition as mono- and
diglycerides using pig pancreatic lipase (PPL) as biocatalyst has
been developed. The best conditions are volumetric ratio oil/alco-
hol in the range 2-6/1, 40 °C temperature, 0.9 h reaction, quantities
lower than 0.01 g of biocatalyst, to produce the best results in
terms of conversion and viscosity values. Quantitative conversions
of triglycerides can be obtained under these optimised conditions,
with a low contribution of MG + DG content (around 20% or less).
The enhanced activity of PPL at obtained conditions, may pave
the way for the utilisation of these enzymes in commercial biodie-
sel production.
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