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RESUMEN

La necesidad de encontrar una alternativa adecuada al combustible derivado
del petrdleo, conlleva una intensa investigacion en la busqueda de nuevas
materias primas para producir biocombustible. Un prometedor sustituto puede
ser el biodiésel, obtenido a partir de fuentes renovables y sostenibles como son el

aceite de plantas oleaginosas o de microalgas.

Para la obtencién de biodiésel es necesario la transesterificacién del aceite,
pudiendose emplear para ello un catalizador quimico (acido o alcali), o uno
biolégico (enzima). El uso de enzimas como catalizador reduce los inconvenientes
de la catdlisis quimica. En general, al utilizar enzimas la temperatura de reaccion
es menor, la especificidad y la selectividad para el sustrato aumentan y la toxicidad
de los compuestos de reaccién disminuye. Sin embargo, los enzimas son caros, su
actividad puede disminuir después de varios ciclos de reaccidén, su recuperacién
es dificil y a menudo son imposibles de reutilizar. Estas desventajas se solventan

en parte mediante la inmovilizacién del enzima.

En este trabajo se ha obtenido biodiésel a partir de biomasa de las microalgas
Chlorella vulgaris var L3 y Scenedesmus sp., mediante catdlisis enzimatica de sus
lipidos, utilizando mCLEAs. Este biocatalizador magnético se ha obtenido al
inmovilizar mediante entrecruzamiento la lipasa B de Candida antarctica (CALB)

con nanoparticulas magnéticas (MNPs) funcionalizadas con grupos -NH..

Las mCLEAs son capaces de transesterificar aceites, independientemente del
proceso de extraccion que se haya empleado, de su viscosidad o de la presencia
de lipidos no saponificables, como fosfolipidos, si bien la conversién en biodiésel
es muy diferente entre los aceites empleados. Los mejores resultados se han
obtenido a partir de la biomasa extraida de Scenedesmus sp. por saponificacién,

ya que la muestra es mas pura, no contiene trazas de disolventes que puedan



inhibir al enzima, y no se encuentran fosfolipidos que puedan afectar ala actividad

enzimatica.

Para hacer econémicamente viable la obtencién de biodiésel a partir de
microalgas se ha de optimizar todos los pasos de su produccién. Los mejores
resultados (90% conversién en 3 h) se obtienen a una temperatura de reaccién
entre 30-40°C, con una agitacion mecénica (orbital). Aunque con agitacién por
ultrasonidos se obtiene mejores resultados (>90% en 1 h), el uso de ultrasonidos

acaba perjudicando alas mCLEAs al cabo de 20 ciclos por liberacién del enzima.

Debido al efecto inhibitorio del alcohol, se necesité emplear t-butanol en la
mezcla de reaccidon para que actie como co-disolvente y mantenga baja la
concentracién del alcohol. Se empled metanol como donador de grupos alquilo
en una relacion molar éptima (alcohol:aceite) de 6:1. La caida de velocidad inicial
a alta concentracidn de metanol se debe a un mecanismo complejo en el que
actdan varios elementos. Por un lado, el metanol es un inhibidor del enzima, y por
otro induce la formacién de mayores agregados de mCLEAs, que se traduce en

una reduccién de la superficie de contacto enzima-sustrato.

El cardcter magnético del biocatalizador permite su facil recuperacién
haciendo posible su reuso durante al menos 50 ciclos cataliticos consecutivos
(retencién de >90% de la conversién inicial de biodiésel), utilizando para ello

condiciones de reaccion moderadas.

Por ello, se puede concluir que las mCLEAs de CALB son un robusto y fiable
biocatalizador capaz de ser reutilizado en numerosos ciclos cataliticos, lo que
conlleva una importante reduccidn de su coste. Este abaratamiento del
biocatalizador, acaba repercutiendo en un menor coste en la produccién de
biodiésel, haciendo que este biocombustible pueda llegar a ser econédmicamente

competitivo frente a la produccién de los petrocombustibles tradicionales.



PROLOGO

Este trabajo se ha desarrollado en el laboratorio del Grupo de Tecnologia
Enzimatica y Celular del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU) bajo la direccién de los Profesores Juan Luis

Serra Ferrer y Maria Jesus Llama Fontal.

Esta Memoria también contiene algunos resultados del proceso de cultivo de
las microalgas y de la extraccion de los lipidos llevados a cabo en los centros
NEIKER (Vitoria), TECNALIA (San Sebastian) y CENER (Sarriguren, Navarra). Es
necesario incluir someramente estos resultados ya que las actuaciones llevadas a
cabo aguas arriba en el proceso de obtencién de biodiésel, repercuten en los

resultados presentados en esta Memoria.

Para una mayor comprensién de los resultados obtenidos el trabajo se ha

dividido en 9 capitulos.
Capitulo I: Introduccidn general
Capitulo II: Materiales y métodos
Capitulo lll: Obtencién y caracterizacion de mCLEAs
Capitulo IV: Obtencidn de biodiésel a partir de microalgas
Capitulo V: Estabilidad, reutilizacidn y escalado en la produccién de biodiésel
Capitulo VI: Discusién general
Capitulo VII: Conclusiones
Capitulo VIII: Bibliografia

Capitulo IX: Anexo 1: Publicaciones






ACRONIMOS, ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

APTS Aminopropiltrietoxisilano

C. vulgaris Chlorella vulgaris var L3

CALB Lipasa B de Candida antarctica

CLEAs Agregados de enzimas entrecruzados
DG Diglicéridos

DLS Dispersion dinamica de luz

DMF N,N-Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulféxido

DRX Difraccién de rayos X

emu Unidades electromagnéticas

FAAEs Acidos grasos alquilados por esterificacién (biodiésel)
FAEEs Acidos grasos etilados (biodiésel)
FAMEs Acidos grasos metilados (biodiésel)
FAPEs Acidos grasos propilados (biodiésel)
FFAs Acidos grasos libres

GC Cromatografia de gases

GEI Gases de efecto invernadero

H Fuerza del campo magnético aplicado
Hc Coercitividad

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucidn
kDa kiloDalton

M Magnetizacidn de un compuesto

Mezcla modelo de acidos grasos similar a la obtenida de la

mcFFAs biomasa de C. vulgaris

mCLEAs CLEAs magnéticas

MG Monoglicéridos

MJ Megajulios

MNPs-NH. MNPs con grupos -NH, en la superficie
MNPs-OH MNPs con grupos -OH en la superficie
MNPs Nanoparticulas mangéticas

Mg Remanencia magnética



Ms
msFFAs

Oe
plp
PBS
pNP
pNPA

PUFAs
rcFFAs

rsFFAs

SD
SDS

SDS-PAGE

SE
SEM
TAGs
TEM
THF
TLC
t-Butanol
U

UE
v/v
VSM

Saturacién magnética
Mezcla modelo de acidos grasos similar a la obtenida de la
biomasa de Scenedesmus sp.

Oersted (A/m)

Peso/peso

Tampdn fosfato salino 150 mM, pH 7,4
para-Nitrofenol

para-Nitrofenil acetato

Acdos grasos poliinsaturados

Mezcla de dcidos grasos obtenida de la biomasa de
C. vulgaris

Mezcla de 4cidos grasos obtenida de |la biomasa de
Scenedesmus sp.

Desviacion estandar

Dodecil sulfato sddico

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
SDS

Error estandar

Microscopia electrénica de barrido
Triacilglicéridos

Microscopia electrdnica de transmision
Tetrahidrofurano

Cromatografia en capa delgada
tert-Butanol

Unidad de actividad enzimdtica (umol/min)
Unidn Europea

Volumen/volumen

Magnetometria de muestra vibrante
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1. INTRODUCCION

a continua dependencia de los combustibles fésiles como fuente de
energia ha afectado a nuestro medio ambiente de manera
significativa, dando lugar al fenémeno del calentamiento global, y a
una serie de consecuencias de gran alcance, que incluso hoy en dia resultan

dificilmente predecibles (Bhattacharyay Pletschke 2014).

En la Unién Europea (UE), las principales fuentes antropogénicas de las
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) son los sectores de la energia, el
transporte y la agricultura, responsables de mas del 60% 20% y 9%,
respectivamente, de las emisiones de GEI a la atmdsfera. Estos tres sectores
juntos representan casi la totalidad de las emisiones a la atmdsfera de fuentes

antropogénicas (Mata et al. 2010).

Los GEI contribuyen no sélo al calentamiento global, sino que tienen otros
impactos sobre el medio ambiente y la vida humana como, por ejemplo, la
acidificacién de los océanos por la absorcién de CO,. Esta disminucién del pH

puede causar la pérdida rdpida de los arrecifes de coral y de la biodiversidad del



ecosistema marino, provocando enormes problemas en la vida del océano y, en

consecuencia, en la vida terrestre (Mata et al. 2010).

Por ello, es necesaria la bisqueda de fuentes de energia renovables,
sostenibles y limpias. Segun las previsiones de la UE, el consumo mundial de
energia desde la actualidad hasta el afio 2030 aumentard alrededor del 40%. Esto
provocara un alza en las previsiones de la demanda energética que, junto con la
redistribucién geografica del consumo, mermaran las reservas de energias fdsiles,
incrementando su precio en el mercado. Es por ello que la UE, cuya dependencia
energética alcanza actualmente el 53% del consumo total, estd promoviendo
investigaciones que lleven a la sociedad a un uso sostenible de los recursos
naturales, y a obtener productos con el menor impacto posible sobre el medio

ambiente.

Actualmente se estan estudiando y aplicando numerosas alternativas, con
diferente grado de éxito y en diferente fase de estudio e implementacién. Sirvan
de ejemplo las energias solar, hidroeléctrica, geotérmica y edlica, asi como los
biocombustiblesy el secuestro de CO, (Dewulf y Van Langenhove 2006). Cada uno
tiene sus propias ventajas e incovenientes y, dependiendo del drea de aplicacidn,

serd mas ventajosa y adecuada una energia frente a otra.

En concreto, en el sector del transporte se estd llevando a cabo la sustitucidn
gradual de los combustibles fdsiles por biocombustibles de fuentes renovables,
ya que se consideran una alternativa real, sobre todo a corto plazo, pues permiten

alcanzar el objetivo de reduccién de GEI.

1.1. Los biocombustibles

A principios del siglo XX el inventor del motor diésel, Rudolf Christian Karl

Diesel (1858-1913), demostré la viabilidad del uso de los aceites vegetales como



©

combustible en los motores de combustién (Orchard et al. 2007). Diesel creia que
la utilizacién de biocombustible se convertiria en una realidad a medida que se
desarrollaran futuras versiones de su motor. Sin embargo, este biocombustible
fue sustituido afos después por petrodiésel, un combustible mdas barato obtenido
del refinado del petrdleo. Desde entonces, la idea de utilizar biocombustibles ha
ido retornando periddicamente al mundo de la investigacidn, en especial a partir

de la crisis del petrdleo en los afios 70 (Akoh et al. 2007).

Los biocombustibles, que se obtienen a partir de biomasa, se clasifican en
sélidos (biocarbdn), gaseosos (biogds, biomasa y biohidrégeno) y liquidos
(etanol, aceite vegetal y biodiésel). Este tltimo grupo es el de mayor importancia,

y se clasifica en funcién del tipo de materia prima que se usa para su produccion.

Los biocombustibles de primera generacidn se obtienen de biomasa
comestible, como maiz, soja, colza, cafia de azicar u oliva. Los biocombustibles
de segunda generacién se obtienen de materias primas no comestibles, como
Jatropha curcas, Miscanthus spp. o Panicum virgatum (Mubarak et al. 2015).
Desafortunadamente, el uso de estas materias primas conlleva una serie de
inconvenientes, como son los problemas de seguridad alimenticia y la
deforestacién, que hacen que los biocombustibles de primera y segunda

generacion sean insostenibles a dia de hoy (Veillette et al. 2015).

Hasta ahora, los aceites de plantas oleaginosas (fundamentalmente palma,
jatrofa, colza, soja y girasol) han sido la principal materia prima para la obtencién
de biodiésel, pero el novedoso uso de aceite de microalgas abre una nueva
ventana en este proceso. La biomasa microalgal tiene un elevado potencial
bioenergético, ya que puede emplearse para la obtencion de diversos

biocosbustibles como biogas o biodiésel.



1.1.1. Las microalgas

Las microalgas son microrganismos fotosintéticos considerados como uno de
los organismos vivos mas antiguos de la Tierra (Song et al. 2008). Se encuentran
en ambientes marinos y dulceacuicolas, creciendo a un ritmo excepcionalmente
rdpido: 100 veces mds que las plantas terrestres, pudiendo duplicar su biomasa en

menos de 24 h (Tredici 2010).

Debido a su alta produccion de biomasa, las microalgas se han investigado
desde hace tiempo buscando su utilidad para la humanidad. Estas investigaciones
estdn aportando conclusiones significativas, situando a las microalgas como una
buena fuente productora de piensos y principios bioactivos de alto valor (Metting
y Pyne 1986; Shimizu 1993; Chisti 2007), como una Uutil herramienta de
biorremediacién (Mallick 2002; Mufoz y Guieysse 2006), como un ventajoso
biofertilizante (Vaishampayan et al. 2001) y, finalmente, como una excelente

fuente de biocombustibles (Chisti 2007).

El biocombustible proveniente de micro o macroalgas se conoce como
biocombustible de tercera generacién y tiene una serie de ventajas sobre las dos
categorias anteriores. Las microalgas se consideran buenas candidatas para la
produccion de biocombustibles debido a su mayor eficiencia fotosintética, mayor
produccién de biomasa y mayor tasa de crecimiento en comparacién con otras
fuentes alternativas como las plantas terrestres (Miao y Wu 2006; Praveenkumar
et al. 2014). Ademds, dado que muchas cepas microalgales pueden cultivarse en
zonas aridas, asi como en medio de agua salina, su cultivo a gran escala no impone
tensiones adicionales a la produccién de alimentos (Widjaja et al. 2009). Sus altas
tasas fotosintéticas permiten que las microalgas no sdélo sirvan como una
plataforma efectiva para secuestrar CO,, sino que también acumulen aceites en

su biomasa (hasta un 77% de la masa de células secas) (Halim et al. 2012).
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Por otra parte, gracias a la ingenieria metabdlica se puede modificar al
organismo fotosintético para una mayor produccién de lipidos, y con ello de
biocombustible. Este ultimo biocombustible se denominaria como

biocombustible de cuarta generacién (Daroch et al. 2013).

Las microalgas pueden proporcionar varios tipos de biocombustibles
renovables. Estos incluyen el metano producido por la digestidn anaerdbica de su
biomasa, el biohidrégeno producido fotobioldgicamente y, en especial, el

biodiésel, que es un derivado de los aceites de reserva que acumulan.

En general, estos aceites estan compuestos mayoritariamente por triglicéridos
(también llamados trigliacilcéridos, TAGs) y en menor medida por 4cidos grasos
libres (FFAs), monoglicéridos y diglicéridos. Quimicamente los TAGs son ésteres
de acidos grasos de cadena larga y glicerol (1,2,3-propanotriol). La utilizacidn
directa de aceites como combustible genera bastantes problemas debido a su
elevada viscosidad, baja volatilidad, alto contenido en FFAs y formacién de gomas
durante su oxidacion. Por ello, y con el fin de que el aceite contenga propiedades
y rendimiento similares al de los combustibles derivados del petrdleo, es
necesario que sufra alguna transformacién (Fukuda et al. 2001; Knothe 2006;
Singh y Singh 2010). Existen diferentes tipos de modificacién, como son la
dilucién, craqueo térmico (pirdlisis), transesterificacion y microemulsificacion. De
todos ellos, la transesterificacién es el mejor método para obtener un
biocombustible de alta calidad: el biodiésel (Balat y Balat 2010; Brennan y Owende

2010; Talebian-Kiakalaieh et al. 2013).

1.2. Biodiésel

Quimicamente, el biodiésel es una mezcla de ésteres de acidos grasos de
cadena larga alquilados (FAAE, fatty acid alkyl esters) obtenidos a partir de grasa

animal, aceites vegetales o aceites de microalgas (Talebian-Kiakalaieh et al. 2013).



El biodiésel es el biocombustible considerado como mejor candidato para sustituir
al petrocombustible, ya que se puede utilizar en cualquier motor diésel sin
necesidad de modificacién (Leung et al. 2010). Sus propiedades energéticas y
caracteristicas fisico-quimicas son andlogas a las que presenta el diésel obtenido
a partir de la destilacion del petrdleo. Por ejemplo, el poder calorifico del biodiésel
(energia desprendida por unidad de masa oxidada), es muy parecido al del diésel

mineral, 39-41 MJ/kg frente 43 MJ/kg (Oliveira y Da Silva 2013).

Son numerosos los beneficios del biodiésel frente al diésel mineral, entre los
que destaca la menor emisiéon de gases, en términos de hidrocarburos no
quemados, mondxido de carbono y particulas. Ademas, el biodiésel presenta alta
biodegradabilidad y propiedades lubricantes que lo hacen aliin mejor combustible
(Kegl 2008). Por otra parte, su punto de inflamacién es mas elevado (>150 °C) lo
que lo hace mas seguro a la hora de su manipulacién y transporte (Sankaran et al.
2016). Asi mismo, al poseer un contenido en azufre menor que el diésel mineral, y
carecer de agentes cancerigenos, se le puede considerar como un combustible

limpio.

Para producir biodiésel se necesita transesterificar los TAGs que componen el
aceite. En la transesterificacién, también conocida como alcohdlisis, los TAGs y
FFAs que componen el aceite se convierten en ésteres alquilados de acido graso
(FAAE, fatty acid alkyl esters). La reaccidn se realiza en presencia de alcoholes de
cadena corta, tales como metanol o etanol, y un catalizador (ya sea un dlcali, un
acido o un enzima), obteniéndose glicerol como subproducto (Lam et al. 2010). En

la Figura 1.1 se muestra la reaccion de transesterificacion.

Como se haindicado, el biodiésel se puede obtener empleando catalizadores
quimicos o biocatalizadores (enzimas). El método convencional es la catdlisis

quimica, en la cual se utiliza un acido (como el sulfirico) o un alcali (como
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hidréxido sédico). En cambio, en el proceso enzimatico el catalizador de la

reaccion es una lipasa.

(|) (0]

CH; — 0 — C—R, R, —C—OR’ CH; — OH
§ (') Catalizador §

CH —0—C—R; + 3ROH == R,—C—OR =+ CH —oOH
: 0 o :

: Il | :

CH; —O0—C—R, R; —C—OR’ CH; — OH
Triglicéridos (TAGs) Alcohol Esteres Glicerol

(Biodiésel)

Figura 1.1: Reaccién de transesterificacion de un aceite para obtener biodiésel. La estequiometria
requiere un minimo de 3 mol de alcohol (donador de alquilo) por cada mol de triglicérido para obtener 3 mol
de ésteres y 1 mol de glicerol. En la reaccién no se muestran los derivados intermedios: diacilglicéridos y
monoacilglicéridos. Adaptado de Mata et al. (2010).

A dia de hoy, el método quimico mas comun es la transesterificacidn catalizada
por un alcali (generalmente KOH o NaOH), ya que es una reaccién muy rdpida, la
temperatura es relativamente baja (entre 60 y 70°C) y tiene mayor capacidad de
conversion, en comparacion con el proceso catalizado por un acido (Shahid y
Jamal 2011; Sankaran et al. 2016). Sin embargo, existen limitaciones en la
utilizacidon del método alcalino ya que, por ejemplo, la presencia de agua y FFAs
provoca la formacién de jabones por saponificacidon de los TAGs. Estos jabones
reducen la eficiencia catalitica, incrementan la viscosidad, forman geles y
dificultan la eliminacidn del glicerol y la posterior recuperacién y purificacién del

biodiésel (Robles-Medina et al. 2009; Lam et al. 2010).

En cambio, la catalisis 4cida permite utilizar aceites con alto contenido en FFAs
y agua, pero la reaccién es unas 4000 veces mas lenta. Ademas, este tipo de
catdlisis requiere emplear temperaturas de 90-120°C, mucha mds cantidad de
catalizador (del orden de 30 moles de catalizador por cada mol de aceite), y una

elevada cantidad de agua (Vyas et al. 2010). Por otra parte, este tipo de catdlisis



provoca que los equipos se dafien por la corrosién provocada por los
catalizadores. Todo esto acaba originando un mayor coste y gasto energético en

la obtencién de biodiésel, haciendo que sea poco rentable su produccién.

1.3. Catalisis enzimatica

En los ultimos afios, la obtencidn de bioproductos a escala industrial estd
experimentando un significativo cambio de tendencia, dirigido a sustituir los
métodos clasicos de catdlisis quimica por tecnologias limpias que utilizan
biocatalizadores. Los primeros métodos requieren grandes instalaciones,
emplean habitualmente condiciones de reaccién extremas con elevados
consumos de energia y agua, emplean con frecuencia derivados del petrdleo y, a
menudo, requieren la utilizacion de dcidos, dlcalis y disolventes, que son
contaminantes agresivos con el medio ambiente. Por su parte, las
transformaciones catalizadas por enzimas son mucho mds especificas, requieren
condiciones de reacciéon mas suaves (con menor gasto energético y de agua)y, en
muchas ocasiones, su empleo se combina con el uso de materias primas obtenidas
de forma sostenible a partir de fuentes renovables (Ghaly et al. 2010; Zhao et al.

2015; Soler et al. 2016).

Por otra parte, la produccidn enzimatica de biodiésel permite recuperar el
glicerol, sin necesidad de purificar el producto y evitando la generaciéon de
residuos quimicos. Ademas, el proceso enzimatico tolera el contenido de agua y
FFAs en la mezcla, aumentando el rendimiento del biodiésel sin la formacién de
jabones (Dizge et al. 2009). Asimismo, la catalisis con un biocatalizador tiene un
menor coste por la posible reutilizacion del mismo y por el menor nimero de
etapas necesarias para la obtencién de los productos finales, siendo éstos de

mayor pureza (Sankaran et al. 2016).



Estas ventajas demuestran que la produccién de biodiésel catalizada por
enzimas tiene un alto potencial por ser un proceso mds ecoldgico y una
prometedora alternativa al proceso quimico. Sin embargo, el uso de enzimas en
la industria estd limitado, ya que todavia quedan por resolver muchos
inconvenientes, como su alto coste econdmico, la inactivaciéon enzimatica por

disolventes y la lenta velocidad de reaccién (Bajaj et al. 2010; Cesarini et al. 2013).

1.3.1. Inmovilizacion de enzimas

Las limitaciones al uso de enzimas en la industria se pueden paliar parcial o
totalmente si se emplean inmovilizados en lugar de en disolucién. Habitualmente,
lainmovilizacién enzimdtica supone un aumento significativo en la estabilidad del
biocatalizador frente a la inactivacidon espontaneay a las condiciones extremas de
reaccién (temperatura, pH, disolventes organicos, sales y fuerza idnica, entre

otras).

Ademas, la inmovilizaciéon del enzima permite su facil recuperacién de Ila
mezcla de reaccién al finalizar su actuacién catalitica, siendo posible su
reutilizacidn en consecutivos ciclos cataliticos. Desde el punto de vista
operacional, el empleo de enzimas inmovilizados y confinados en un reactor
puede permitir su uso tanto en reacciones en continuo como en reacciones

multienzimaticas.

Son numerosas las técnicas que se han desarrollado para inmovilizar enzimas,
pero se pueden resumir en cuatro tipos: atrapamiento en mallas tridimensionales
porosas, encapsulacion en membranas semipermeables, adsorcidon a soportes
sélidos y unidn covalente, bien sea a soportes sdlidos, o por entrecruzado del
enzima consigo mismo (Brady y Jordaan 2009). Dentro de este ultimo tipo de
inmovilizacidn por enlaces covalentes destacan dos técnicas recientes: la unidn

covalente de enzimas a nanoparticulas magnéticas (MNPs) de magnetita y el



entrecruzamiento de agregados de enzimas (Cross-Linked Enzyme Aggregates,

CLEAS).

1.3.2. Nanoparticulas magnéticas (MNPs)

Las nanoparticulas magnéticas (MNPs) son particulas de didmetro
nanoscopico, comprendido entre unos pocos y varios cientos de nanédmetros, que
poseen caracteristicas magnéticas especiales: son superparamagnéticas. El
superparamagnetismo se produce en materiales de un tamafio menor de 10 nm,
que tienen la capacidad de no quedarse magnetizados tras la aplicacién de un
campo magnético. Las MNPs esféricas de magnetita pueden obtenerse al tratar
hidréxido ferroso con diferentes agentes oxidantes (Morales et al. 1999). Ademds,
sila coprecipitacion de Fe(I1) y Fe(lll) se realiza en presencia de hidréxido amdnico
se consigue que las MNPs presenten grupos -OH superficiales, que son de gran
importancia para su posterior funcionalizacién (Morales et al. 1999; Li et al. 2010).
Esta funcionalizacién se puede hacer aportando grupos reactivos a la superficie

de las MNPs, por ejemplo, grupos carboxilo o amino.

La inmovilizacién por enlaces covalentes se puede realizar por los dos métodos
ya nombrados, o por un tercero, que resultaria de la combinacién de los
anteriores. Esto es, nanoparticulas entrecruzadas con enzima insolubilizado y
éstas a su vez entrecruzadas consigo mismo. Con esto y, segun trabajos realizados
con anterioridad en nuestro laboratorio, se consiguen biocatalizadores muy
robustos, que son muy estables y faciles de recuperar para su reutilizacién

(Cruz-lzquierdo et al. 2014).

1.3.3. Las lipasas

Las lipasas son enzimas ubicuos producidos por plantas, animales y
microorganismos, siendo su funcion bioldgica la hidrdlisis de TAGs a glicerol y

FFAs. Sin embargo, en medios organicos las lipasas pueden catalizar reacciones



producir glicerina y alquil ésteres de acidos grasos de cadena larga, es decir,

sintéticas, incluyendo interesterificaciones entre triglicéridos y alcoholes para

biodiésel (Cruz-1zquierdo et al. 2014).

Las lipasas microbianas son las mas empleadas para obtener biodiésel
mediante transesterificacién enzimatica, ya que se pueden obtener por
fermentacién y con pasos sencillos de purificacién (Al-Zuhair 2007a). Las lipasas
mas empleadas en sintesis organica son las de origen bacteriano, como
Burkholderia cepacia (BCL), y las de levaduras como Candida rugosa (CRL) y la
lipasa B de Candida antarctica (CALB) (Sankaran et al. 2016).

Ante la situacién actual del tema, este trabajo se centrd en la obtencidn de
biodiésel de forma sostenible y de fuentes renovables, con el menor costo
posible, para que el biocombustible resultante pudiera ser econédmicamente

viable en cuanto a la sustitucion del diésel mineral se refiere.

La obtencidn de biodiésel en este trabajo se realiza mediante catalisis
enzimatica, al ser un método sencillo y limpio, y por los innumerables beneficios
que presenta. Para ello, se utiliza la lipasa B de Candida antartica (CALB), muy
usada en produccién de biodiésel (Sankaran et al. 2016), inmovilizada entre si
mediante entrecruzado de agregados del enzima (Cross-Linked Enzyme
Aggregates, CLEAs), y a su vez, entrecruzada con MNPs. Este biocatalizador
magnético presenta las ventajas tipicas de las mCLEAs, entre las que destaca una
mayor estabilidad, y que gracias a su cardcter magnético permite una facil
recuperacion de la mezcla de reaccidn para su reutilizaciéon, bajando

considerablemente los costos de produccidn.

La utilidad de este biocatalizador ya ha sido comprobada con anterioridad en
nuestro laboratorio, donde se han obtenido resultados satisfactorios para la

producciéon de biodiésel de primera y de segunda generacion, utilizando aceites



de oliva, jatrofa, colza y camelina, asi como aceites de fritura agotados (Cruz-

Izquierdo et al. 2012; 2014; Lépez et al. 2014).

Debido al rechazo social a emplear plantas oleaginosas (ya sean comestibles o
no) como materia prima, se decidié obtener biodiésel de tercera y cuarta
generacion, utilizando lipidos de dos especies microalgales pertenecientes a los

géneros Scenedesmus y Chlorella.

La seleccion de una especie microalgal adecuada es un aspecto fundamental
para asegurar un proceso eficiente de obtencidn de bio-energia (Griffiths y
Harrison 2009). Estas especies microalgales se consideran buenas candidatas para
obtener biodiésel por la alta productividad que muestran en cultivos a gran escala.
El poder calorifico del aceite de estos géneros puede alcanzar los 29 kJ/g, valor
muy cercano alos 39 kJ/g que ofrece el aceite de colza, lo que justifica el potencial
de estas microalgas como fuente de biodiésel (lllman et al. 2000). La composicion
proximal de estas microalgas incluye proteinas, carbohidratos, lipidos y fibra en
proporciones variables, haciendo de su biomasa una materia prima versatil que
puede emplearse para obtener diversos combustibles como biodiésel, bioetanol,
metano e hidrégeno. Sin embargo, numerosos factores nutricionales vy
ambientales durante su cultivo pueden modificar notablemente la composicién
quimica de la biomasa y su valor energético. Este es el caso del cultivo microalgal
en deficiencia de N, que provoca una mayor acumulacién de lipidos (lkaran et al.

2015), siendo esto beneficioso para la produccién de biodiésel.

Este trabajo se ha realizado dentro del proyecto ENERGREEN financiado por la
Unién Europea dentro del Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER), que
persigue la readaptacion de los cultivos tradicionales de microalgas para obtener
organismos con un mayor potencial productivo (en cuanto a cantidad de aceite),
de manera que puedan ser aprovechados para obtener biodiésel de forma mas

rentable econdmicamente y sostenible con el medio ambiente.



2. OBIJETIVOS GENERALES

A tenor del estado actual del tema cuando se inicié este trabajo, se propuso
como principal objetivo, la obtencién de biodiésel a partir de aceites y acidos
grasos extraidos de microalgas (Chlorella vulgaris var L3 y Scenedesmus sp.). El
biodiésel se obtendrd mediante catdlisis enzimatica utilizando CLEAs magnéticas
(mCLEAs) de lipasas de origen microbiano. Para conseguir este objetivo principal
se desglosaron las tareas a realizar en los siguientes subobjetivos, que se abordan

en el capitulo indicado:

1. Obtencidon de MNPs de magnetita y caracterizacién de su composicién

estructural y de sus propiedades magnéticas. (Capitulo III)

2. Obtencién de CLEAs magnéticas por entrecruzamiento de la lipasa B de
Candida antarctica (CALB) con las MNPs. Caracterizacion de las
propiedades magnéticas y cataliticas del biocatalizador magnético

obtenido (MCLEAs de CALB). (Capitulo III)

3. Obtencién de biodiésel catalizado por mCLEAs de CALB, a partir de lipidos
de las microalgas Chlorella vulgaris var L3 y Scenedesmus sp., extraidos por

diferentes modos. (Capitulo V)

4. Optimizacion de las condiciones de la reaccién: temperatura, donador de
grupos alquilo, relacién molar alcohol:aceite/FFAs, modo de agitacidn y uso
de un co-disolvente en la mezcla de reaccidon. Estudio del efecto de

diferentes disolventes sobres las mCLEAs. (Capitulo 1V)

5. Comparacién de la obtencién de biodiésel a partir de la biomasa de las
dos microalgas estudiadas, asi como del obtenido por catdlisis enzimatica

y quimica. (Capitulo IV)



l. Introduccidén general

Estudio de la estabilidad de las mCLEAs de CALB mediante su reutilizacion
en sucesivos ciclos cataliticos de conversion de aceite en biodiésel en las

mejores condiciones obtenidas. (Capitulo V)

Estudio del escalado de la produccién de biodiésel en un reactor
enzimatico desde volimenes de 0,5 ml hasta 500 ml, pasando por

volimenes intermedios de 5 ml, 50 ml y 100 ml. (Capitulo V)

Optimizacién de las condiciones de la reaccidn a gran escala: temperatura,
modo de agitacidn, relacién molar dptima alcohol:aceite/FFAs, presencia

de aguay cantidad de enzima en la reaccién. (Capitulo V)
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1. MATERIALES Y METODOS

2.1. Reactivos y productos

ara la realizacidn de este trabajo se han empleado los reactivos y
productos que se recogen en la Tabla 2.1. Todos los reactivos son de

calidad analitica, y en su caso, de grado para biologia molecular.

Tabla 2.1: Reactivos y productos empleados. Se indica el proveedor, asi como la ciudad y el pais de
origen.

Casa Comercial Producto
Ciudad, Pais
Acrilamida/bisacrilamida 30% (p/v)

Bio-Rad Marcadores de masa molecular (Precision
Hercules, PA, EEUU Protein Standards)

Reactivo de Bradford

Bunge Ibérica, S.A.

Zierbana, Espafia Aceite de soja no refinado

GE Healthcare Biosciences AB Azul de Coomassie
Uppsala, Suecia (PhastGelBlue R)
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Tabla 2.1: Reactivos y productos empleados. Se indica el proveedor, asi como la ciudad y el pais de
origen (continuacion).

Casa Comercial Producto
Ciudad, Pais

Acido acético

Acido clorhidrico

Quimivita S _
Barcelona, Espafia Hidréxido aménico
Etanol
Metanol

Ademas, se utilizé aceite de oliva virgen extra (Carbonell®) obtenido en un
comercio local, asi como aceite de palma, amablemente proporcionado por el

centro asociado CENER.

2.2. Sintesis de MNPs

Las nanoparticulas de magnetita se sintetizaron por coprecipitacion de sales
de hierro en medio alcalino segiin Morales et al. (1999). Para ello se bombearon,
a un caudal de 5 ml/min, 50 ml de la disolucién compuesta por FeCl, (0,33 M) y
FeCl; (0,66 M) sobre 450 ml de NH,OH (0,42 M) bajo vigorosa agitacién mecanica
(400 rpm) con una varilla de vidrio (Agitador RZR 2102, Heidolph, Schwabach,
Alemania), a temperatura ambiente (Figura2.1). Una vez adicionadas las sales de
hierro, la agitacién se mantuvo durante otros 30 minutos. Los cloruros de hierro
se hidrolizan y forman hidréxidos que, en presencia de iones amonio, coprecipitan

formando magnetita. Las reacciones que se dan son las siguientes (Racuciu 2009):



1. Materiales y Métodos ‘

Hidrdlisis (1) FeCl, + 2H,0 > 2Cl + 2H™ +Fe(OH),

Hidrdlisis (2) FeCl, +3H,0 > 3CI" + 3H™ + Fe(OH),
Combinacién deiones  NH," +ClI” > NH,Cl

Nucleacién 2Fe(OH), + Fe(OH), + 20H™ + 2H™ > Fe,0, + 6H,0

Tras la coprecipitacidn se obtuvo un precipitado negro, que se decanté con un
iman y se lavd tres veces con agua desionizada y dos veces con tampdn PBS
(tampon fosfato salino 150 mM, pH 7,4). Todas las disoluciones empleadas parala
sintesis de MNPs se realizaron con agua ultrapura (Milli Q) y se burbujearon

continuamente con N, para desplazar el aire disuelto.

Figura 2.1: Montaje experimental empleado en el laboratorio para la sintesis de MNPs. El N, se
burbujea en todo momento en las disoluciones de los cloruros de hierro y de NH,OH. La bomba peristaltica
aflade gota a gota los cloruros sobre el NH,OH, mientras esta disolucion se agita mecanicamente. Tomado
de Cruz-Izquierdo (2013).

Las MNPs obtenidas presentan grupos -OH superficiales (MNP-OH) (Liu et al.
2002; Shen et al. 2004). Para su funcionalizacién las MNP-OH (300 mg) se
incubaron durante 24 h con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS, 2% v/v) a 70°C y
200 rpm, obteniéndose MNPs que ahora presentan grupos amino superficiales

(MNP-NH,) (Cruz-lzquierdo et al. 2012).
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La concentracion de MNPs se calculé secando al vacio un volumen conocido
de las mismas, en un equipo Savant (Automatic Environmental SpeedVac

Apparatus). Las MNPs se almacenaron en PBS a 4°C hasta su utilizacién.

2.3. Caracterizacion de las MNPs

2.3.1. Caracterizacion morfolégica

La caracterizacion cristalogréfica y la identificacion de su composicién quimica
se realizaron con un difractdmetro PANalytical Xpert PRO. El tamafo del cristalito
se calculd a partir de la anchura a media altura de los maximos de difraccién
empleando la ecuacién de Scherrer. Esto es vdlido para tamafios de cristalito
inferiores a 1 ym, es decir, cuando la anchura a media altura de los maximos de
difraccién es significativamente mayor que la anchura instrumental. La ecuacién
de Scherrer relaciona el ensanchamiento neto del pico de difraccién () con el

tamafio de cristalito (D) segun la ecuacién:

D K- A2
" B cos®

donde la constante K toma el valor de 0,89 al considerarse las particulas
tedricamente esféricas; A es la longitud de onda de la radiacién X utilizada
(1,5418 A); B es el ensanchamiento neto del pico de difraccién (expresado en

radianes 20) y que puede determinarse a partir de:

BZ = ngs - Bzzns (segL'ln Warren)

B =Bobs — Bins (segun Scherrer)

siendo Bobs la anchura observada (experimental) y Binsla anchura instrumental.
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Por otra parte, se comprobd el tamafio y forma de las MNPs mediante
microscopia electrénica de transmisiéon (TEM), en un microscopio JEOL 1010
(Peabody, MA, USA) y mediante DLS (Dynamic Light Scattering) utilizando un

equipo ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido).

2.3.2. Caracterizacion magnética

Para la caracterizacidn magnética de las MNPs se realizaron ciclos de
magnetizacidon a temperatura ambiente, mediante magnetometria de muestra
vibrante (VSM), en un electroimdn hasta campos moderados (1,8 T). Mediante
estos ciclos de magnetizacidn se obtuvieron los valores de saturacién magnética

(Ms), coercitividad (Hc) y remanencia (Mg) para cada tipo de nanoparticulas.
2.3.2.1. Tamafio del ntcleo magnético

Se obtuvo una aproximacion del tamafio del nicleo magnético de las MNPs a
través de los resultados de las curvas de magnetizacion. Para ello, se emplearon
las ecuaciones de Langevin con un ajuste a partir del modelo superparamagnético
no interaccionante. La expresién aplicable a nuestro caso (particulas con la

imanacién espontanea relajada térmicamente) es la siguiente:

_ emu\ [ (oM (Am~YHVH(Am™1)
man =, (1) [ 1 (M

)f(D)dD

donde f (D) es la distribucién de didmetros de la poblacién de particulas, siendo
una funcién del tipo log-normal; Ms (emu/g) imanaciéon de saturacién
macroscépica; Ms (Am”) la imanacién de la particula; o la permeabilidad
magnética en el vacio; y ksla constante de Boltzmann. El volumen critico V es
dependiente de la temperatura y estd dadopor:

_ 25kgT
€T K
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donde K es la constante de anisotropia efectiva.

Se asumid que las particulas eran esféricas y que el componente mayoritario

era magnetita (magnetizacion a 480 kA/m).

2.3.3. Estabilidad

La estabilidad de las MNPs en un coloide se determiné mediante el analisis del
potencial Zeta (). Este pardmetro mide el potencial electrostatico que existe en
el plano de corte de una particula y esta relacionado tanto con la carga superficial
como con el entorno local de la particula. El potencial Zeta (&) se determiné con
un equipo ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino
Unido). Las mediciones se llevaron a cabo a 25°C utilizando cubetas tipo “Folded
Capillary cell” (DTS 1060), suspendiendo una concentracion de 50 g de MNPs por

ml de agua destilada.

El potencial Zeta (§) se calculé automdticamente a partir de la movilidad

electroforética basada en la ecuacion de Smoluchowski:

v =(eE/M)§

donde v es la velocidad electroforética medida; n es la viscosidad; € es la
permitividad eléctrica de la solucién electrolitica y E es el campo eléctrico (Zhang

et al. 2008).

2.4. Inmovilizacion de CALB a MNPs

La inmovilizacién de Ila lipasa B de Candida antarctica (CALB) a MNPs
funcionalizadas con grupos amino (MNP-NH,) se realizé por enlaces covalentes
formando agregados enzimdticos entrecruzados (Cross-Linked Enzyme

Aggregates, CLEA).
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La inmovilizacidn se efectud a temperatura ambiente mediante la adicién de
28 ml de sulfato aménico (3,6 M) a 3 ml de MNPs con grupos amino (20 mg) y
CALB (2 mg). Tras 5 min en agitacién giratoria a 30 rpm (Intelli-Mixer RM-2), se
afnadid glutaraldehido (2,5 ml, 2,5 M) y se incubd la prearacién durante 24 h con la
misma agitacion. Trascurrido este tiempo, las MCLEAs se lavaron 3 veces con PBS,

empleando un iman (Cruz-lzquierdo et al. 2014).

Al termino de la inmovilizacién, con el propésito de reducir las bases de Schiff
formadas y los grupos aldehido que pudieran quedar libres, se incubd la
preparacién durante 2 h con NaBH, (1 mg/ml) en tampdn carbonato-bicarbonato
(100 mM, pH 10). Con el fin de eliminar interacciones inespecificas, se realizaron
diferentes lavados de manera consecutiva con NaCl (2 M) y Triton X-100 (1%, v/v)

(Mateo et al. 2000).

Entre las diferentes etapas de inmovilizacién, para eliminar el reactivo
sobrante y el posible enzima no inmovilizado, las MCLEAs se lavaron con tampdn
PBS 3 veces durante 10 min. Todo el proceso de inmovilizacidn se realizé con
agitacién giratoria a 30 rpm (Intelli-Mixer RM-2) y a temperatura ambiente, siendo

en cada lavado el volumen final de 1 ml por cada 2 mg de MNPs.

Figura 2.2: Simulacion gréafica del complejo obtenido. La ilustracion muestra un modelo hipotético de
las CLEAs magnéticas simulando un plano transversal del complejo tridimensional. El diametro de las
MNPs es de 10 nm, y CALB mide 3 nm x4 nm x 5 nm (Uppenberg et al. 1995). Tomado de Cruz-lzquierdo
(2013).
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2.4.1. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

SDS-PAGE

Se siguid la obtencién de las mCLEAs analizando muestras de la fase liquida en
cada etapa de la inmovilizacidon. Las muestras se cargaron en geles de
poliacrilamida que se analizaron mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes SDS-PAGE segun Laemmli (1970). Para ello se emplearon geles
de 1 mm de espesor con 12% (p/v) de acrilamida en el gel separadory 4% (p/v) en el
concentrador. El tampdn de electrodos [Tris 3,03% (p/v), glicina 14,4% (p/v), SDS 1%
(p/v), pH 8,7] se prepard 10 veces concentrado y se almacend a temperatura
ambiente. El tampdn de muestra [12,5% (v/v) Tris-HCl 6,2 mM, pH 6,7, 30% (v/v)
glicerol, 2% (p/v) SDS y 2% (v/v) de azul de bromofenol al 0,5% (p/v)] se suplementd
con 2-mercaptoetanol en relacién 1:19 (v/v) antes de su uso y se anadié a la
muestra en una proporcion 1:1 (v/v). En todos los geles se incluyd una calle en la
que se analizé una mezcla de proteinas patrén de baja masa molecular (Precision
Protein Standards, Bio-Rad, Hercules, PA, EEUU). Las condiciones empleadas para
la separacién electroforética fueron 60 V durante 30 min, seguidas de 100V
durante 90 min. Se empled una fuente de alimentacién Power Pac 300 de Bio-Rad
(Hercules, PA, EEUU). Las electroforesis se llevaron a cabo empleando una cubeta

Mini-PROTEAN 3° de Bio-Rad (Hercules, PA, EEUU) (Cruz-lzquierdo 2013).
Posteriormente, tras finalizar la electroforesis, los geles se revelaron con

tincién de plata (Silver Stain Plus, Bio-Rad, Hercules, PA, EEUU).

2.4.2. Escalado en la obtencion de mCLEAs

Ante la necesidad de disponer de mayor cantidad de mCLEAs para producir
mayor volumen de biodiésel, se realizé un salto de escala en la obtencién de

mCLEAs.
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La inmovilizacién se efectud incrementando de manera proporcional los
volimenes y cantidades anteriormente descritos, obteniéndose, al final del
proceso, 1g de mCLEAs. Todo el proceso de inmovilizacidn se realizd con agitacion
orbital a 150 rpm y a temperatura ambiente. En todo momento el volumen fue de

500 ml por g de MNPs.

Las mCLEAs obtenidas se caracterizaron morfoldgica y magnéticamente,
analizdndose posteriormente su actividad esterasa y de transesterificacién de
aceites segun se describe a continuacion. Los resultados se compararon con los

obtenidos con mCLEAs obtenidas a menor escala.

2.5. Caracterizacion de las mCLEAs

Inicialmente, se comprobd que tras la inmovilizacién los complejos mantenian
las caracteristicas superparamagnéticas. Para ello se sometieron las mCLEAs a
sucesivos ciclos de magnetizacion de la misma forma que anteriormente habian

experimentado las MNPs.

2.5.1. Caracterizacion morfolégica

Se estudid el tamafio y forma de las mCLEAs de CALB mediante andlisis de las
fotografias obtenidas con un microscopio electrénico de barrido (SEM) JEOL 7000

F (Peabody, MA, USA).

Asimismo, se analizé el tamafo del complejo mCLEAs por DLS mediante un
equipo ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido).
Las mediciones se llevaron a cabo a 30°C utilizando cubetas de cuarzo de 4 mli,

suspendiendo 50 pug de mCLEAs por ml de agua destilada.



Il. Materiales y métodos
60

2.5.2. Analisis elemental

Para el anadlisis elemental se empled un equipo Euro EA Elemental Analyzer
(CHNS) de la casa EuroVector, perteneciente a los Servicios Generales de
Investigacién SGIKER de la Universidad del Pais Vasco. Los elementos analizados

fueron carbono, hidrégeno y nitrégeno (el limite de cuantificacién fue del 0,1%).

2.5.3. Determinacion de la actividad enzimatica

Para comprobar la actividad del biocatalizador inmovilizado se analizé su
actividad enzimatica, tanto hidrolitica (actividad esterasa), como biosintética

(transesterificacion de aceite).
2.5.3.1. Actividad esterasa

La actividad inicial de CALB, soluble e inmovilizada en mCLEAs, se analizé
midiendo la hidrdlisis de p-nitrofenil acetato (p-NPA) (Cruz-lzquierdo et al. 2014).
Especificamente, se afiadid lipasa soluble (1 ug proteina de preparacién comercial)
o inmovilizada (10 ng preparacion de biocatalizador) a una mezcla de reaccién que
contenia 10 pl de p-NPA (100 mM en DMSO) en 980 ml de PBS (pH 7,4). La mezcla
de reaccién se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 min a 30 rpm con
agitacién rotatoria (RM2 Intelli-Mixer, Elmi Ltd., Riga, Letonia). Se retiraron
alicuotas cada 5 min y la aparicion de p-nitrofenol (p-NP) se midié
espectrofotométricamente (Beckman Coulter DU 800, Brea, CA, EE.UU.) a 405
nm. La actividad se determind a partir de la pendiente de absorbancia para el p-NP
empleando el coeficiente de extincién molar determinado empiricamente
(e=9,43mM™- cm”). Una unidad de actividad (U) se define como la cantidad de
enzima capaz de hidrolizar 1 umol de pNPA por minuto en las condiciones de

ensayo.

Para el enzima inmovilizado la actividad especifica se expresé por mg de

catalizador magnético (U/mg catalizador).
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2.5.3.2. Transesterificacion de aceite

Se comprobé la capacidad del biocatalizador para transesterificar aceite de
oliva incubando las mCLEAs (1%, p/p) con aceite (0,2 g) y 2-propanol (relacién
molar, alcohol:aceite, 6:1). La reaccién se mantuvo a 40°Cy 30 rpm con agitacion
rotatoria. La velocidad de reaccidn inicial para la produccién de biodiésel se evalué
a partir de alicuotas (5 pl) retiradas de la fase liquida a intervalos definidos, que
mads tarde se analizaron por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), como
se indica a continuacién. La actividad de transesterificaciéon se expresé como

porcentaje de aceite transformado en biodiésel (FAPEs) por hora (Picé et al. 2017).

2.6. Cultivo de las microalgas

En este trabajo se ha empleado biomasa de las microalgas Chlorella vulgaris var
L3 y Scenedesmus sp. Estas microalgas se cultivaron en el centro asociado NEIKER,
de acuerdo con Ikaran et al (2015), usando nitrato sédico 6 MM como Unica fuente
de nitrégeno. Tras agotar el nitrégeno, los cultivos se incubaron en las mismas

condiciones durante 7 dias mas hasta obtener células deficientes en nitrégeno.

Finalmente, la biomasa microalgal se cosechd por centrifugacion y se secé en
estufa. El factor potencial de los lipidos para obtener biodiésel a partir de la
biomasa microalgal se estimd por el centro asociado CENER, de acuerdo con el

método de Lepage y Roy (1984).

2.7. Extraccion lipidica

A lo largo de este trabajo el centro asociado CENER desarrollé diferentes
modos de extraccidn de los lipidos de la biomasa microalgal, como se resume a

continuacion.
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2.7.1. Extraccion Soxhlet

Se deslipidizd la biomasa seca de C. vulgaris (70 g) en un equipo tipo Soxhlet,
utilizando cartuchos de 123 x 43 mm, segin UNE-EN-ISO 659(2010). La primera
extraccion se realizd durante 14 h usando n-hexano como disolvente en una

proporcion de 10 ml de n-hexano por g de muestra.

Debido a lo compacto de la muestra, se realizaron otras dos extracciones
durante 15 h cada una. Para ello, se utilizé como disolvente una mezcla de
cloroformo:metanol (2: 1, v/v). Previamente se triturd la muestra seca para facilitar

la extraccidn con el disolvente.

Los lipidos extraidos (denominados “Aceite 1””) mostraban una consistencia
bastante sélida, debido a la presencia de lipidos complejos (principalmente

fosfolipidos y glicolipidos) junto con otros lipidos simples.

El obligado uso de disolvente téxicos, asi como las mas de 40 h que se
necesitaban para la extracciéon completa de los lipidos, aconsejé desestimar este

método de extraccion.

Con el fin de mejorar la extraccion, se optimizé en un equipo Soxhtec (Soxtec™
Auto Fat Extraction System, FOSS Analytical, Hilleroed, Denmark) el tiempo de
extraccién (8 6 16 h), asi como la cantidad necesaria de disolvente binario
cloroformo:metanol (2:1, v/v) por muestra (40 ml por 1-5 g de muestra) (Picé et al.

2017).

2.7.2. Extraccion en matraz agitado

Debido a lo compacto de la muestra, se estudid la extraccidon de la biomasa

microalgal por agitacion continua en un matraz.

La biomasa de C. vulgaris, deslipidizada con n-hexano, se trituré y homogeneizé

antes de realizar el ensayo en matraz agitado. El matraz, provisto con un
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condensador de reflujo, se calentéd durante 30 min a 72°C, y se agité
magnéticamente a 420 rpm. Se utilizé una proporcién de 75 mg de muestra por
ml del disolvente binario cloroformo:metanol (2:1, v/v). El extracto se filtré al vacio
(para evaporar el disolvente del sedimento) y el filtrado se sometid a una segunda

extraccion en las mismas condiciones.

La muestra extraida (denominada “Aceite 2””) mostraba consistencia sélida, al

igual que el “Aceite 1”, debido a la elevada presencia de lipidos insaponificables.

Aunque con esta técnica de extraccion se acortaban los tiempos, la biomasa
deslipidizada no podia utilizarse para obtener otros bioproductos por la elevada
toxicidad de los disolventes empleados (Picé et al. 2017). Por ello, se decidié

emplear un nuevo método de extraccion.

2.7.3. Extraccion con H20 subcritica

Por otra parte, el centro asociado TECNALIA, estudid la extraccidon de Ila
biomasa de C. vulgaris con agua subcritica. Para ello se utilizé agua a temperaturas
entre 100 y 374°C y a presiones entre 10 y 60 bares para mantenerla en estado
liquido. En estas condiciones la constante dieléctrica del agua disminuye
considerablemente, comparandola con la misma a temperatura ambiente, y se
acerca a la constante dieléctrica del etanol (disolvente organico tradicional en
extraccion). Este método de extraccion ha sido utilizado en microalgas por
Herrero et al (2005), quienes obtuvieron compuestos antioxidantes de Spirulina

platensis.

Se estudiaron diferentes temperaturas y tiempos de extraccién que dieron
lugar a 3 muestras de consistencia sélida. La muestra 1 fue extraida a 175°C durante
60 min, mientras que las muestras 2 y 3 se extrajeron a 225°C durante 60 y 90 min,

respectivamente.
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Al igual que ocurria con los aceites obtenidos anteriormente, extraidos con
disolventes organicos, la consistencia sélida del aceite dificultaba fijar las variables

de lareaccién de esterificacidn. Este aceite se denomind “Aceite 4”.

2.7.4. Extraccion mediante saponificacion

Se estudid la extraccién de la biomasa de C. vulgaris mediante el método de
saponificacién segun Grima et al. (1994). Este método permite obtener gran
cantidad de lipidos de la biomasa, pero en forma de FFAs en vez de TAGs. En
nuestro caso, debido al gran contenido de lipidos insaponificables que contenia la
biomasa de C. vulgaris, este método se modific6 aumentando el tiempo de

extraccion de 1 h hasta 3 h.

En resumen, la biomasa himeda se saponificé con etanol a 65°C en presencia
de KOH (30 ml de etanol y 0,2 g de KOH por g de biomasa). Después de 3 h de
tratamiento, la fraccién insaponificable se extrajo dos veces con n-hexano (100 ml

cada vez) (Picé et al. 2017).

De la fraccién saponificable se obtuvieron los acidos grasos libres (FFAs)
ajustando el pH a 3,5 con 4cido sulfirico. Finalmente, la preparacion extraida de
FFAs se lavé tres veces con n-hexano (100 ml cada vez) y se usé para obtener

biodiésel por catdlisis dcida y enzimatica (Picé et al. 2017).

Debido a los buenos resultados obtenidos en esta extraccién, también se

empled para extraer biomasa de Scenedesmus sp.

2.8. Aceites y FFAs empleados

2.8.1. Aceites y FFAs originales

Para la produccién de biodiésel de cuarta generacién se emplearon aceites

microalgales que habian sido extraidos por diferentes métodos:
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o “Aceite 1”: Aceite de consistencia sodlida extraido de biomasa de

C. vulgaris mediante una extraccién de tipo Soxhlet.

e “Aceite 2”: Aceite de consistencia sdlida extraido de biomasa de

C. vulgaris con disolventes orgdanicos en matraz agitado.
e ‘“Aceite 3”: Cuyas caracteristicas se indican a continuacion.

o ‘“Aceite 4”: Aceite de consistencia sdélida extraido de biomasa de

C. vulgaris con H,O subcritica.

Cuando la extraccién se modificé a una por saponificacién, los productos
extraidos eran FFAs en vez de triglicéridos. Mediante saponificacion se obtuvieron

dos mezclas de FFAs:

e ‘“rcFFAs”: Mezcla de acidos grasos obtenida de la saponificacién de

biomasa de C. vulgaris. Mezcla de consistencia liquida.

e “rsFFAs”: Mezcla de 4cidos grasos obtenida de la saponificacién de

biomasa de Scenedesmus sp. Mezcla de consistencia liquida.

2.8.2. Aceites y FFAs modelo

Con el fin de disponer de suficiente cantidad de sustratos para realizar los
experimentos, se disefiaron un aceite y unas mezclas de acidos grasos modelo que
se parecian en su composicion al extraido de las microalgas. Estas mezclas fueron
validadas comparando su conversién en biodiésel con muestras originales de

FFAs.
2.8.2.1. “Aceite 3”

Para simular el aceite de C. vulgaris var L3 se mezclaron (en volumen)

diferentes aceites, 80% de palma, 10% de soja y 10% de oliva.
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2.8.2.2. Mezcla modelo de FFAs de C. vulgaris var L3

De igual modo, se obtuvo una mezcla modelo de FFAs (denominada mcFFAs),

con una composicién similar a la de C. vulgaris var L3, mezclando (en peso)

46,7% de linolénico, 28,2% de 4cido palmitico, 22,3% de linoleico, y 2,8% de oleico,

todos ellos obtenidos de fuentes comerciales (Figura 2.3) (Pic6 et al. 2017).

Composicion rcFFA
C20:0 C14:0

Composiciéon mcFFA

Figura 2.3: Composicién de los acidos grasos que componen lamezcla original (rcFFAs)y lamezcla

modelo (mcFFAS).

2.8.2.3. Mezcla modelo de FFAs de Scenedesmus sp.

También se obtuvo una mezcla modelo de FFAs de Scenedesmus sp. con acidos

grasos comerciales, a partir de la composicién determinada con anterioridad del

contenido en dcidos grasos de dicha microalga. Esta mezcla consistié en

52,1% de oleico, 23,57% de palmitico, 12,4% de linoleico, 7,8% de linolénico y 4,1% de

estedrico (Figura 2.4).

Composicion rsFFA
C 18:4 C 14:0

Composicion msFFA

Figura 2.4: Composicion de los acidos grasos que componen lamezcla original (rsFFAs)y lamezcla

modelo (msFFASs).
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Ademas de estos aceites y mezclas de acidos grasos, se utilizé6 como modelo

aceite de oliva virgen extra (Carbonell®) obtenido en un comercio local.

2.9. Produccion de biodiésel

La produccidn de biodiésel se realizé de manera paralela a la optimizacién de
la extraccion de lipidos y a la eleccién de la microalga a emplear. Por ello, las
primeras pruebas se realizaron con aceites y FFAs de C. vulgaris, para después

aplicar las mejores condiciones a los FFAs de Scenedesmus sp.

En este trabajo se compard la obtencién de biodiésel por catdlisis enzimaticay
quimica. En el laboratorio de la UPV/EHU se empleé catalisis enzimdtica usando
mCLEAs de CALB, mientras que en el centro asociado CENER emplearon catalisis
acida. Posteriormente, se compararon las conversiones finales y el grado de
conversion obtenidos de cada 4cido graso segun cada tipo de catalisis. Por ultimo,

se puso enrelieve las ventajas y desventajas de cada método.

2.9.1. Catalisis enzimatica

La obtencidn enzimatica de biodiésel estd influenciada por diversos
pardmetros, como la temperatura, el uso de un co-disolvente en la reaccidn, el
tipo de donador de grupo alquilo y su relacién molar, el contenido en agua, el
modo de agitacion de la mezcla de reaccién, asi como la cantidad de enzima
(biocatalizador:sustrato, p/p). Por ello, se estudiaron todas estas variables para

optimizar de la produccién de biodiésel.
2.9.1.1. Reacciones de transesterificacion

Las reacciones de transesterificacion se realizaron mezclando aceite crudo de

microalgas (30 mg, de los cuales el 50%, p/p son lipidos saponificables) con 400 pl
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de 2-propanol en una relacién molar (alcohol:aceite) 6:1 estableciada por trabajos

previos de nuestro laboratorio.

A la mezcla de reaccidn se le afadié 100 ul de n-hexano, debido a la alta
viscosidad y a la dificultad para manipular estos aceites. Se eligid este
co-disolvente, ya que las primeras muestras de aceites proporcionados por los

centros colaboradores estaban disueltas en n-hexano.

Las mezclas de reaccién se agitaron mecdnicamente (en un brazo agitador
ELMI, Intelli-Mixer RM-2L, Riga, Letonia) a temperaturas entre 30 y 40°C,
iniciandose la reacciéon por la adicion de las mCLEAs de CALB (1%,
biocatalizador:aceite, p/p). Antes de cada reaccién, las mCLEAs se lavaron con

n-hexano.

La produccién de biodiésel (acidos grasos alquilados, FAAEs) se determind
mediante cromatografia en capa delgada (TLC), tomando alicuotas (5 ul) a

intervalos de tiempo definidos hasta las 42 h de reaccidn.

La adicidn de n-hexano permitié anadir el donador de alquilos en la relacién
molar deseada. Sin embargo, la alta volatilidad del disolvente provocaba errores
metodoldgicos. Debido a esto, y con el fin de obtener volimenes de reaccién que
permitiesen mantener las mCLEAs en suspension, se sustituyd el n-hexano por el
propio alcohol, actuando asi éste como disolvente y como donador de grupos
alquilo. Debido a ello, se aumentd la relaciéon molar alcohol:aceite hasta valores
de 30:1, manteniendo de este modo el mismo exceso con respecto a la relacién

estequiométrica.
a) Efecto de la temperatura y relacion molar

Antes de abandonar el uso de n-hexano como co-disolvente, se determiné la
relacion molar y la temperatura dptima de la reaccidn, utilizando aceite de oliva

como sustrato modelo.
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La estequiometria de la produccidn de biodiésel requiere un minimo de 3 mol
de donador de grupos alquilo por cada mol de triglicérido, por lo que se decidid
utilizar multiplos de esta proporcidn para estudiar de la relacién molar éptima. La
mezcla de reaccién estaba compuesta por aceite de oliva (200 mg) y el donador
de grupo alquilo (etanol, metanol o 2-propanol) en una relacién molar
(alcohol:aceite) 3:1, 6:1, 9:1 y 12:1. En estas reacciones no era necesario emplear

n-hexano, ya que la consistencia del aceite era liquida.

Las reacciones se agitaron mecdnicamente a 30 rpm (en un brazo agitador
ELMI, Intelli-Mixer RM-2L, Riga, Letonia) a temperaturas entre 30 y 60°C, y se
iniciaron por adicién de 2 mg de mCLEAs de CALB (1%, p/p). Antes de cada reaccidn,

las mCLEAs se lavaron con el mismo alcohol con el que iban aincubarse mas tarde.

La produccién de biodiésel (acidos grasos alquilados, FAAEs) se determind
mediante HPLC, tomando alicuotas (5 pl) a intervalos de tiempo definidos hasta

las 24 h de reaccion.
b) Escalado en la produccion de biodiésel

Después de optimizar los factores de la reaccidn, se realizd el salto de escala a
5 ml, 50 ml, 100 ml y 500 ml, utilizando aceite de oliva como sustrato modelo. Se
empled tanto agitaciéon magnética como orbital. La temperatura se ajustd a 30°C
mediante contacto fisico en una placa calefactora del equipo Carousel 12 Plus
(Radleys, Essex, Reino Unido), o mediante una atmdsfera atemperada en un

incubador orbital (Kuhner ISF1-X, Birsfelden, Suiza).

Durante el escalado se estudié el modo de agitacidn, la temperatura ptima, la
cantidad de mCLEAs y la presencia de agua en la mezcla de reaccion. Por otra
parte, se estudid la adicidn paulatina de metanol a la mezcla de reaccién y los
efectos que el metanol tenia sobre el biocatalizador y sobre la evolucidn de la

catdlisis.
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¢) Estudio de la cantidad de mCLEAs

Se estudié la concentraciéon mds adecuada de biocatalizador analizando la
velocidad de conversidn, asi como la conversién final de reaccién, segun la

cantidad de mCLEAs 0,1%, 015%, 0,2%, 0,25% y 0,5% (mCLEAs:aceite, p/p).

Se emplearon diferentes cantidades de mCLEAs en relacién a la cantidad de
aceite en lareaccion de transesterificacion, considerando como catalizador atodo

el complejo magnético, no sélamente a la lipasa inmovilizada.

d) Estudio del efecto del metanol

Una de las estrategias para evitar la inactivacién de la lipasa por un exceso de
metanol es la adicidn de éste de forma escalonada. Se estudié la evolucidn de la
reaccion mediante la adicién de diferentes proporciones de metanol (6,9%, 13,7%

y 20,65%, v/v) a las 42 h de reaccidn.

También se estudio el efecto del metanol sobre las mCLEAs. Por esto, seincubé
40 mg de mCLEAs (0,2%, p/p) con diferentes proporciones de metanol (0%, 5%,
10%,15%, 25%, 50%, 75%, 100%, v/v, con t-butanol) durante diferentes tiempos (0, 15
y 60 min y 24 h). Tras la preincubacidn se inicié la reaccién a 30°C con agitacion
orbital y empleando aceite de oliva y metanol en una relacién molar

(alcohol:aceite) 6:1, y t-butanol hasta un volumen de 100 ml.

Por ultimo, se estudié la concentracién éptima de metanol en la mezcla de
reaccion. Para ello, se emplearon diferentes proporciones de metanol en
detrimento de t-butanol desde 0% hasta 55% (v/v) en la mezcla de reaccién. La

reaccion se incubé a 30°C con agitacién robital (150 rpm).
e) Estudio de la presencia de 10

En aceites que presentan pequefias proporciones de agua, la reaccidn de

esterificacidn se ve dificultada. Por ello, se decidié estudiar el efecto que produce
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la presencia de agua en la reaccién y analizar cémo afecta a la conversidn final y a

las mCLEAs.

Se estudid la conversién en biodiésel de mezclas de reaccién que contenian
diferentes proporciones de agua (0,1%, 0,5%, 1%, 2% y 5%, p/p) y se compard la
conversién final con una reaccién control, que contenia una presencia minima de
agua. También se incluyd una reaccién en la que se habia eliminado toda la
humedad después de incubar, durante 24 h, todos los componentes de la reaccién

con desecadores moleculares (Molecular Sieves).
f) Estudio del modo de agitacién

Se compard la agitacion magnética de un equipo Radleys con la agitacién
orbital propia del incubador donde se realizaban las reacciones. Para ello, se
selecciond inicialmente una velocidad orbital de 150 rpm, ya que la turbulencia de

la mezcla se parecia a la conseguida con agitacion magnética.

Posteriormente, se estudid la velocidad orbital dptima desde un sistema poco
agitado (100 rpm) hasta un sistema con una elevada agitacién (250 rpm). La
mezcla de reaccién contenia aceite de oliva, metanol en una relacién molar
(alcohol:aceite) 6:1 y t-butanol hasta un volumen de 50 ml. La incubacién se

mantuvé a 30°C.
2.9.1.2. Reacciones de esterificacion

Ante el cambio de sustrato, FFAs en vez de TAGs, fue necesario ajustar algunas
condiciones de la reaccidn. La estequiometria de la reaccién cambid, ya que para
esterificar FFAs se necesita un mol de alcohol por mol de acido graso. Por ello, en
las reacciones de esterificacion se utilizé una relacién molar (alcohol:FFAs) 10:1,

proporcional a la relacién 30:1 usada para aceites.
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a) Efecto de la temperatura

Se estudid la velocidad de reaccidon asi como la estabilidad del complejo a
diferentes temperaturas (de 30°C a 50°C). Para determinar la temperatura éptima
de reaccidn se utilizaron etanol ¢ 2-propanol como donador de grupo alquilo en
una relacién molar (alcohol:FFAs) 10:1y una preparacion de mcFFAs. La mezcla de
reaccién se incubd a la temperatura deseada y se agité continuamente por
agitacion mecanica. Se retiraron alicuotas a 1, 3 y 24 h de reaccidén y se analizd la

conversion a ésteres mediante HPLC.
b) Estudio del donador de grupos alquilo

La reaccidén de transesterificacién enzimatica se llevd a cabo usando mCLEAs
de CALB como catalizador en presencia de varios alcoholes (metanol, etanol y
2-propanol) como donador de grupos alquilo, en una relacion molar
(alcohol:FFAs) 10:1. La mezcla de reaccién se incubé a 30°C y se agité
continuamente por agitacion mecanica. Se retiraron alicuotas a 1, 2,3y 24 h de
reaccion y se analizé la conversidn a ésteres mediante HPLC. Las mCLEAs se

lavaron con el alcohol correspondiente antes de iniciar la reaccidn.
¢) Estudio del modo de agitacion

Debido a la inmiscibilidad de los FFAs y el alcohol, se estudié con detalle el
efecto de la agitacion en la mezcla de reaccién, ya que, al tratarse de una catalisis

heterogénea, hay disminuir las limitaciones difusionales en el seno del liquido.

Se estudié el efecto de una agitacién mecanica giratoria (a 30 rpm) en un brazo
agitador (ELMI, Intelli-Mixer, RM-2L), una agitacién mediante ultrasonidos en un
sonorreactor (Hielscher UTR200, Teltow, Alemania) a 24 kHz de frecuencia y
100 W de potencia en continuo, y, por dltimo, una agitacién magnética en un

Carousel 12 Plus (Radleys, Essex, Reino Unido).
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La mezcla de reaccién, msFFAs con etanol como donador de grupos alquilo en
una relacién molar (alcohol:FFAs) 10:1, se incubd a 30°C durante 5 h y se agité
segun los 3 modos anteriormente mencionados. Se retiraron alicuotas a 5, 15,y 30
miny 1, 2,3y5h dereaccidn y se analizé la conversién a ésteres mediante HPLC.

Las mCLEAs se lavaron con etanol antes de iniciar la reaccién.

Se analizaron por separado los 3 dacidos grasos/ésteres mayoritarios de
msFFAs: oleico, linoleico y linolénico, por si hubiera alguna diferencia en la

velocidad de conversién de cada uno.

Posteriormente, se estudid el efecto sobre las mCLEAs del uso de ultrasonidos

durante 1 min antes de iniciar la incubacion de la mezcla de reaccion.
d) Estudio de la relacion molar alcohol: FEAs

Se estudid la relaciédn molar alcohol:FFAs, ya que ésta influye en la velocidad de
reaccion asi como en la estabilizacidon del complejo. La reaccién de los primeros
aceites se llevd a cabo en una relacion 6:1 (alcohol:aceite), debido a que eran las
mejores condiciones experimentales en estudios anteriores del Grupo.
Posteriormente, empleando el alcohol tanto como disolvente como donador de
alquilos, se trabajé con una relacién 30:1 (alcohol:aceite) en las reacciones de
transesterificacion de aceites y proporcionalmente 10:1 (alcohol:FFAs) en las

reacciones de esterificacion de FFAs.

Debido a la presencia de t-butanol como co-disolvente en la mezcla de
reaccion, debia ajustarse la relacién entre el alcohol y los FFAs. Para ello, se
estudid la velocidad inicial de la reaccién con etanol y metanol a relaciones
molares de 0,5:1, 1:1, 3:1 y 6:1 (alcohol:FFAs) utilizando msFFAs como sustrato.
También se estudid la conversién total al cabo de 24 h en una reaccién incubada a

30°Cy con agitacién mecanica (30 rpm).
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e) Cantidad de mCLEAs

Otro factor importante en la produccidn de biodiésel es la cantidad de
catalizador utilizado. Por ello, se emplearon diferentes cantidades de mCLEAs en

relacion a la cantidad de FFAs en la reaccion de esterificacion.

Hasta ahora se habia utilizado una concentracion de biocatalizador de
1% (MCLEAS:FFAs, p/p), si bien al realizar el escalado fue necesario reajustar esta

relacion.

Asi se estudié la conversién en biodiésel con diferentes cantidades de
biocatalizador (0,1%, 0,2%, 0,4%, 0,6%, 0,8% y 1%, p/p) en una mezcla de reaccién que
contenfa msFFAs, metanol en una relaciéon molar (alcohol:FFAs) 3:1y t-butanol
hasta un volumen de 50 ml. La incubacién se mantuvo a 30°C con agitacion

magnética.

2.9.2. Catalisis acida

En el centro asociado CENER se estudié la conversidn a ésteres usando catalisis
acida. Para ello, 0,5 g de la biomasa de rcFFAs se depositaron en un matraz
aforado de 250 ml que contenia 20 ml de cloruro de acetilo:metanol (5:95, v/v). El
matraz, equipado con un condensador de reflujo, se agitd magnéticamente a
100°C durante 1 h. Después de enfriar, se realizaron dos extracciones del biodiésel
con 5 ml de n-hexano y 10 ml de Nacl (0,5%, p/v). El biodiésel obtenido por catalisis
quimica sélo se obtuvo empleando como sustrato preparaciones de rcFFAs y

rsFFAs, y finalmente se analizé por cromatografia de gases (GC) (Picé et al. 2017).
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2.10. Estabilidad y reutilizaciéon de las mCLEAs

Se estudid la estabilidad de las mCLEAs de CALB reutilizando el biocatalizador
en una sucesiéon de entre 10 y 50 ciclos de reaccién, con diferentes modos de

agitacién (mecénica y por ultrasonidos).

El estudio se realizé con etanol o metanol como donador de grupos alquilo y
con t-butanol (o sin él) como co-disolvente. En cada ciclo catalitico se determiné
la conversién final al cabo de 24 h de reaccién (para el caso de la agitacién
mecanica), y de 3 h (para la agitacién por ultrasonidos). En esta tltima también se

estudio la actividad esterasa al finalizar cada ciclo.

2.10.1. Efecto de los lavados sobre las mCLEAs

Antes de cada utilizacién, las mCLEAs se lavaron 3 veces con el disolvente
utilizado en la mezcla de reaccién. Debido a esto, se estudié el efecto de estos

lavados sobre el biocatalizador.

Se emplearon como disolvente en la reaccién metanol y etanol, asi como
t-butanol. El t-butanol se empled en la produccién de biodiésel debido a que es un
alcohol terciario que no actiia como donador de grupos alquilo, y, ademads, no
afecta a la actividad ni a la estabilidad del biocatalizador (Du et al. 2007; Halim y

Kamaruddin 2008; Tirkan y Kalay 2008).

Las mCLEAs se lavaron con t-butanol o metanol/etanol antes de su primer uso,
asi como en su reutilizacidon en los consecutivos ciclos cataliticos. Después se
ensayaron las reacciones de esterificacion con msFFAs y con metanol/etanol
como donador de grupo alquilo en una relacién molar (alcohol:FFAs) 10:1. La

mezcla de reaccidn se incubd durante 3 h a 30°C con agitacién mecanica.
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2.10.2. Efecto del alcohol sobre las mCLEAs

Para determinar sila concentracién del alcohol (metanol o etanol) presente en
la mezcla de reaccion afectaba a la agregacién de las mCLEAs, se estudi6 el
tamafo de los agregados de mCLEAs mediante DLS (Dynamic Light Scattering) en
un equipo ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino

Unido).

Las mCLEAs se incubaron con diferentes diluciones de alcohol (de 0 a 60%, v/v,
en agua) durante 1 h con agitacién mecanica a 30°C. Después se analizé por DLS la
distribucién de tamafios de los agregados resultantes, utilizando cubetas de
cuarzo de 4 ml con una concentracién de 10 ug de mCLEAs por ml de mezcla

agua/alcohol.

2.10.3. Estabilidad en disolventes organicos

Las mCLEAs (2 mg) se incubaron durante 48 h en presencia de 1,4 butanodiol,
n-hexano, 2-butanol, acetona, t-butanol, tolueno, cloroformo, alcohol isoamilico,
etanol, acetonitrilo, 2-propanol, diclorometano, 2-metil-2-butanol, THF, acetato de
etilo, etilenglicol, DMSO, DMF o metanol. Se realizé también una incubacién con

PBS como control.

Después de incubar con los disolventes, el biocatalizador se lavd 3 veces
durante 10 min con PBS y se determiné espectrofotométricamente la actividad

esterasa con p-nitrofenil acetato (p-NPA) como sustrato (Gao et al. 2004).

Por otro lado, se determind la actividad biosintética siguiendo la conversion de
acidos grasos (mcFFAs) en biodiésel, utilizando etanol como donador de grupos
alquilo en una relacién molar (alcohol:FFAs) 10:1. La reaccién se mantuvo a 30°Cy
30 rpm con agitacion mecdnica. Al cabo de 24 h se estimd la conversidn resultante

mediante HPLC como se indica a continuacion.
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Posteriormente, se eligieron para realizar un estudio mas detallado los
4 disolventes que mejor resultado presentaron en las dos actividades. Para la
eleccidn del disolvente idéneo en la reaccidon se compararon sus caracteristicas
mads importantes para la produccién de biodiésel, como su coste econdémico,

punto de ebullicidn, toxicidad y, por ultimo, su viscosidad.

2.11. Métodos analiticos

Se determind la conversidn de aceites o FFAs y la produccidn de ésteres
alquilados de acidos grasos (FAAEs) alo largo del tiempo, tomando alicuotas (5 pl)

a intervalos definidos.

2.11.1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Las reacciones de conversidn a ésteres de las mezclas mcFFAs y msFFAs, asi
como las llevadas a cabo a partir de aceite de oliva (control), se evaluaron por
cromatografia  liquida de alta resolucién  (High-performance liquid

chromatography, HPLC) como describen Holcapek et al. (1999).

Para ello, se empled un equipo compuesto por 2 bombas Waters™ 510, un
inyector automatico Waters™ 717, un detector de diodos Waters™ 996, una
estacion de trabajo Waters™ Millenium 2010 v.2.10 (Waters™ Corporation, Milford,
MA, EEUU) y una columna Tracer Lichrosorb RP18, 250 mm x 4 mm ID, de 10 pm

de tamafio de particula y 100 A de didmetro de poro.

Para el andlisis de las mezclas de FFAs se inyectaron 10 pl por muestra a un
caudal de 1 ml/min. La bomba A suministraba una mezcla de acetonitrilo:H20
(1:1, v/v), y la bomba B metanol puro. Se usé rutinariamente un gradiente lineal de
20 min, desde 25% A + 75% B hasta 100% B. Los compuestos se detectaron siguiendo

la absorbancia a 205 nm a temperatura ambiente. El andlisis cuantitativo se realizé
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a partir de una calibracidn realizada con patrones de los correspondientes FFAs y

ésteres metilicos/etilicos en concentraciones conocidas.

Para las muestras de aceite de oliva se inyectaron 10 pl por muestra a un flujo
de 1ml/min. La bomba A impulsaba metanol y la B una mezcla binaria de
2-propanol:n-hexano (5:4, v/v). Se empled un gradiente lineal desde 100% de A al
50% A + 50% B en 25 min. Los compuestos se detectaron siguiendo la absorbancia
a 205 nm. Los patrones de elucién de los diferentes componentes se
corresponden con los ya publicados (Hol¢apek et al. 1999; Chen y Wu 2003; Tirkan
y Kalay 2006). El andlisis cuantitativo se realizé a partir de una calibracién con
patrones de los correspondientes TAGs y ésteres etilicos en concentraciones

conocidas.

2.11.2. Cromatografia en capa delgada (TLC)

El progreso de la reaccidn de conversion a ésteres de los aceites crudos,
“Aceite1”, “Aceite 2”, Aceite 3" y “Aceite 4”, asi como las preparaciones de acidos
grasos rcFFAs y rsFFAs, se evalué semicuantitativamente por cromatografia en

capa delgada (Thin layer chromatography, TLC).

Las placas revestidas con gel de silice 60 (Merck, Darmstadt, Alemania) se
activaron a 100°C durante 30 min y se cargaron 0,5 ul de muestra en cada calle. La
fase mdvil fue n-hexano:acetato de etilo:acido acético (90:10:1, v/v/v) (Samukawa

et al. 2000).

Después de la separacién cromatografica (aproximadamente 40 min), las
placas de TLC se secaron a temperatura ambiente y tifieron por inmersién durante
1 min en una cubeta con Coomassie Blue R-350 al 0,02% (p/v) en
metanol:acido acético:H20 (3:1:6, v/v/v). Diferentes manchas fueron visibles en

cuestion de segundos y se identificaron de acuerdo con Shah et al. (2004).
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Posteriormente, la naturaleza quimica del compuesto responsable de las manchas

se confirmd por anadlisis por HPLC.

2.11.3. Cromatografia de gases (GC)

El progreso de la reaccion de conversidn de rcFFAs, mcFFAs, rsFFAs y msFFAs
se evalud por cromatografia de gases (Gas chromatography, GC). Las reacciones
que se analizaron habian sido catalizadas bien enzimaticamente o por catalisis
acida.

A todas las muestras se les afiadié heptadecanoato de metilo en n-hexano
(0,01 g/ml por 2 ml) como patrdn interno, antes de la cuantificacion de ésteres
metilicos y etilicos. Para el andlisis se empled un equipo Agilent 7693A con una
columna capilar DB-23 de 60 m (Agilent 123-2362) a 200°C bajo condiciones

isotérmicas.
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1. INTRODUCCION

1.1. Nanotecnologia

a nanotecnologia es el campo de estudio que disefia y sintetiza
materiales y dispositivos cuyo tamafio y forma corresponde a la escala
nanométrica (Farhang 2007). El término fue acufado por Feynman, en
diciembre de 1959, durante su conferencia en la reunién de la Sociedad Americana
de Fisica al preguntar retéricamente “;Qué pasaria si pudiéramos organizar los
atomos uno por uno en la forma que queremos?” (Buzea et al. 2007). Debido a su
definicién la nanotecnologia es un campo muy amplio que incluye diferentes
disciplinas de la Ciencia, desde la Quimica y Fisica hasta la Electricidad y Mecanica

(Saini et al. 2010).

La nanotecnologia es un campo estratégico muy importante de la ciencia y
tiene un considerable potencial industrial. En los dltimos afios se ha convertido en

una herramienta importante en la industria, siendo usada en el desarrollo de
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nuevos materiales para la aplicacién en sectores tan diversos como la agricultura,

la medicina o el medio ambiente.

Como se haindicado anteriormente, la nanotecnologia se integra en el mundo
nanométrico. El nandmetro es la unidad de longitud que representa la mil
millonésima parte de un metro (10° m). Este nivel debe considerarse un estado
diferente de agregacion de la materia, ademas de los estados sdlido, liquido, gas
y plasma, ya que las nanoparticulas de un nanomaterial tienen propiedades fisicas
(6pticas, magnéticas) y mecdnicas muy diferentes que el mismo material a
macroescala (Buzea y Pacheco 2017). La mayoria de las propiedades del tamafio
nano empiezan a ser aparentes en sistemas menores de 1 um, llegando hasta el

nivel atémico (0,1 nm) como se muestra en la Figura 3.1.
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Figura 3.1: Tamafio de algunos nanomateriales en comparacién con componentes biol6gicos. Se
muestran los limites del tamafio "nano” y "micro” en una escala logaritmica de longitud. Tomado de
Buzea et al. (2007).



Estos nuevos materiales que produce la nanotecnologia, los llamados
nanomateriales, tienen componentes estructurales menores de 1 um pero, de
acuerdo con esta definicidn, la mayoria de los materiales que nos rodean los
podriamos calificar como nanomateriales. Por ello, la Comisién Europea sugiere
que un nanomaterial debe ser un material con una composicién del 50% o mas de

particulas con un tamafo entre 1y 100 nm (Unién Europea 2011).

Los nanomateriales, debido a su tamafio, pueden mostrar propiedades muy
diferentes a las que exhiben en la macroescala, posibilitando aplicaciones unicas.
Por ejemplo, sustancias opacas se vuelven transparentes (cobre); materiales
inertes se transforman en catalizadores (platino); materiales estables se
transforman en combustibles (aluminio); sdlidos se vuelven liquidos a
temperatura ambiente (oro); aislantes se vuelven conductores (silicona) (Buzea
et al. 2007). Los nanomateriales pueden subdividirse en nanoparticulas,
nanocapas y nanocompuestos, siendo las nanoparticulas objeto de mayores
estudios debido a la amplia variedad de aplicaciones potenciales en campos tales

como el biomédico, dptico y electrénico (Taylor et al. 2013).

1.2. Las nanoparticulas

Las nanoparticulas (MNPs) son las particulas que se encuentran entre los
tamafos de 1 umy 0,2 nm, es decir, son objetos de escala mesoscdpica, entre los
mundos atémico y microscépico (Buzea y Pacheco 2017). La definicion de
nanoparticula varfa mucho dependiendo del material o campo donde se aplica. En
la bibliografia podemos encontrar casos en los que se las denomina como tal,
cuando el intervalo de tamafios esta comprendido entre 1y 100 nm. Sin embargo,
en el sentido mas estricto, las MNPs son particulas en torno a los 10-20 nm, ya que
sélo en este tamafio mantienen las propiedades caracteristicas de la llamada

escala “nano” (Nogi et al. 2012).
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Las propiedades del nivel nano, referidas anteriormente, difieren del nivel
macroscépico debido a que el reducido tamafio provoca que los atomos que
componen los materiales cambien sus propiedades (Schmid 2011). Al disminuir el
tamafo, la relacién superficie-volumen aumenta y, consecuentemente, también
aumenta la fraccién de atomos que forman la superficie con respecto a los del
volumen. La gran relacién superficie-volumen de las MNPs es el factor clave para
que aparezcan nuevas propiedades de tipo morfoldgico, térmico, Odptico,

mecanico y electromagnético (Issa et al. 2013).

En este trabajo, las propiedades que mas interesan son las electromagnéticas;
concretamente, que las particulas presenten un comportamiento magnético

propio del nivel nano, es decir el superparamagnetismo.

1.2.1. Superparamagnetismo

Todo material reacciona en un campo magnético en funcién de su
susceptibilidad magnética. Hay varios tipos de interaciones magnéticas, siendo el
ferromagnetismo, el diamagnetismo y el paramagnetismo las interaciones mds

importantes.

En materiales ferromagnéticos (como Fe, Ni, Co), la alineacién de los espines
de los electrones ocurre en regiones microscdpicas llamadas dominios
magnéticos, que estan separados por los bordes de dominios o paredes. En cada
dominio, los momentos magnéticos estan orientados en una direccién, mientras
que el alineamiento de los dominios vecinos es, generalmente, anti-paralelo
(Figura 3.2). Debido a la orientacidén aleatoria de los momentos magnéticos de los
dominios, el momento magnético neto del material es nulo. Cuando se aplica un
campo magnético externo, los dominios del material ferromagnético se alinean a
lo largo de la direccién del campo magnético aplicado. Al eliminar el campo

externo queda un momento magnético residual (Buzea y Pacheco 2017).



Figura 3.2: Efecto del magnetismo en los dominios magnéticos. Al iraumentando el campo magnético,
van desaparciendo las paredes de los dominios magnéticos hasta que todos los spines quedan orientados
en un dominio Gnico. Tomado de Cruz-lzquierdo (2013).

Los materiales diamagnéticos (Cu, Ag, Au y la mayor parte de los demas
elementos) tienen dtomos con electrones sin aparear y muestran un momento
magnético neto. Su respuesta magnética a un campo magnético externo es muy

débil, y al eliminarlo no retienen ningtin momento magnético (Issa et al. 2013).

En los materiales paramagnéticos (Gd, Mg, Li, Ta) estan ausentes los dominios
magnéticos. Después de aplicar un campo magnético externo, los atomos se
alinean a lo largo de la direccién del campo, dando como resultado un momento
magnético débil. Al eliminar el campo, los materiales paramagnéticos no tienen

una magnetizacién remanente (Buzea y Pacheco 2017).

Las MNPs de compuestos ferromagnéticos muestran respuestas magnéticas
similares a los materiales paramagnéticos, si el tamafio de la nanoparticula es
menor que un didmetro critico de en torno a 10 nm (Figura 3.3). Este fenémeno,
conocido como superparamagnetismo, se produce porque la formacién de las
paredes llega a ser energéticamente desfavorable y la particula sélo puede

soportar un solo dominio magnético (Schmid 2011).
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Figura 3.3: Magnetizacion de nanoparticulas ferromagnéticas y superparamagnéticas sometidas a
un campo magnético externo. Tomado de Buzea y Pacheco (2017).

Como se muestra en la Figura 3.3, cuando una nanoparticula ferromagnética
se expone a un incremento de campo magnético, los dominios se alinean con el
campo quedando magnetizada. Pero al retirar dicho campo, la magnetizacién no
recupera su valor inicial, quedando magnetizada. Esta irreversibilidad se llama
histéresis. Por el contrario, al retirar el campo magnético externo a una particula
superparamagnética, su magnetizacion residual es cercana a cero debido a Ia
rapida inversion del momento magnético (Kolhatkar et al. 2013). Las
caracteristicas magnéticas pueden medirse mediante ciclos de histéresis, en los
que al material de estudio se aplican campos magnéticos en un sentido y en el

contrario (Figura 3.4).

Para ello se comienza aplicando un campo (H) hasta alcanzar la saturacién en
la que todos los spines estan orientados (saturacién magnética, Ms). Esta
pendiente inicial nos indica la permeabilidad magnética del material. Cuando
disminuye el campo se alcanza un campo nulo, en el que se mantiene un

magnetismo residual (remanencia, Mg). Cuanto mas ferromagnético sea el



material, mayor Mg. Al campo magnético de sentido contrario necesario para
anular el magnetismo remanente se le [lama campo coercitivo (coercitividad, Hc).
Si se aplica un campo magnético opuesto se vuelven a saturar, pero en esta
ocasidn los spines se orientan en sentido contrario. Si se vuelve a aumentar el

campo, se reinicia el ciclo (Cruz-lzquierdo 2013).

a) Mn b) Mn

v

Figura 3.4: Curvas de histéresis. a) Curva de histéresis de un compuesto ferromagnético. La linea
punteada muestra la pendiente del primer ciclo. b) Curva de histéresis de un compuesto
superparamagnético. La Mg y Hc son practicamente nulas. Adaptado de Cruz-lzquierdo (2013).

1.2.2. Sintesis de MNPs

Existen innumerables métodos para sintetizar MNPs, pudiendo ser
procedimientos fisicos (Zheng et al. 2006; Nigam et al. 2011), quimicos (Zhang et
al. 2015; Mukherjee y Gupta 2016) o bioldgicos (Song y Kim 2009; Muela et al.

2016).

En este trabajo se ha empleado el método quimico por coprecipitacion de sales
de hierro (Massart 1981) para la formacién de MNPs de magnetita (Fe;0,). Este
método es el mds usado en biotecnologia (Cabrera et al. 2008), ya que retne las

condiciones de una fdcil obtencidn de particulas monodispersas del tamafio
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deseado y una alta reproducibilidad, que permite la posible industrializacién del

método (Jolivet et al. 2008).

1.2.2.1. Coprecipitacion quimica

Al sintetizar MNPs por coprecitpitacion de sales de hierro se forman
nanoparticulas de éxidos de hierro. Este método es, probablemente, la técnica
mas sencilla, eficiente y barata para obtener MNPs (Vayssieres et al. 1998), pero
conlleva como significativa desventaja la gran dispersidon de tamafios de las MNPs
obtenidas por el escaso control de la nucleacién y crecimiento de la nanoparticula

durante la sintesis (Barrera et al. 2009).

Durante la copreciptiacién se dan dos procesos: la nucleacién, donde se
forman los centros de cristalizacidn, y el crecimiento de la particula. Las relaciones
entre ambos procesos determinan su tamafo y dispersién (Cruz-lzquierdo 2013).
El tamafio de las MNPs depende de la velocidad de agitacion del medio y de la
rapidez de adicion de los reactivos. Por ello, si realizamos una agitacion enérgica
y aumentamos la velocidad de adicién de los reactivos, podemos favorecer una

mayor nucleacién y un menor crecimiento de la nanoparticula (Racuciu 2009).

En este trabajo, se sintetizaron nanoparticulas de magnetita (Fe;0,) mediante
coprecipitacién de sales de hierro, en una relacion Fe3/Fe** de 2:1 (mol:mol). La

reaccién quimica para la formacién de la nanoparticula es la siguiente:
Fe?t + Fe3* + + 80H™ - Fe;0, + 4H,0

Para favorecer la precipitacidn, la reaccién quimica se realizé en un medio no
oxidante y alcalino, con valores de pH entre 8 y 14. Para obtener un ambiente no
oxidante se burbujed el medio con N, para desplazar el aire. Esto favorece no solo
el desplazamiento del O,, sino también la disminucién del tamafio de particula

obtenida (Maity y Agrawal 2007).



1.2.2.2. Funcionalizacién

La superficie de las MNPs se puede funcionalizar mediante la unién covalente
de moléculas. La funcionalizacién tiene una serie de ventajas como, por ejemplo,
el mantenimiento de la estabilidad de las MNPs, evitando su agregacion y
precipitacién. Ademas, evita la oxidacidn de la particula y facilita la unién de otras
moléculas a las MNPs, como proteinas o material genético (Kumar et al. 2004;

Laurent et al. 2008; Sulek et al. 2010; Bhari et al. 2016).

En dispersiones magnéticas las fuerzas de atraccion magnéticas, asi como las
fuerzas de interaccidn superficial, favorecen la agregacion. Es por ello que parala
funcionalizacién es importante que se utilicen componentes que posean una

fuerte carga repulsiva, que contrarreste esta agregacion.

Las fuerzas de interaccién de una dispersion magnética con su medio se
pueden medir a través del llamado potencial Zeta (). Si éste es elevado (ya sea
positivo o negativo), la suspension de MNPs es estable y tenderd a una menor

agregacion (Goodarzi et al. 2003; Harris et al. 2003; Kumar et al. 2004).

Uno de los compuestos mas utilizados para funcionalizar MNPs son los
organosilanos, como por ejemplo aminopropiltrietoxisilano (APTS) (Kralj et al.
2010; Nikje et al. 2014; Woo et al. 2016). Los organosilanos son moléculas
bifuncionales que reaccionan en un extremo con los grupos -OH de las MNPs,

sustituyéndolos por grupos -NH, (Wang et al. 2008; Cruz-lzquierdo 2013).

1.3. Inmovilizacion

Las MNPs son el soporte nanométrico mas empleado en la inmovilizacidn
debido a sus indudables ventajas. A destacar, la gran capacidad de unién por su

elevada area especifica, la baja resistencia de transferencia (que evita problemas

91



92

de difusién) y el bajo coste operacional, favorecido por su rdpida recoleccién del

medio con un imdan (Hong et al. 2007; Cruz-lzquierdo 2013).

Son cuantiosos los trabajos sobre inmovilizacidn de proteinas en MNPs. En
concreto, la inmovilizacion de enzimas es una técnica muy utilizada en
biotecnologia debido a los beneficios que conlleva frente al uso del enzima en
disolucién. Algunos ejemplos de enzimas inmovilizados en MNPs son: oxidasas
(Matijosyté et al. 2010; Razmiy Mohammad-Rezaei 2013), proteasas (Li et al. 2010),

lipasas (Tudorache et al. 2013; Zhao et al. 2015) y esterasas (Shaw et al. 2006).

Los enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas al disminuir su
energia de activacién. Gracias a ellos, las reacciones pueden ocurrir a elevada
velocidad y a temperaturas relativamente bajas. Los enzimas catalizan una gran

variedad de reacciones con gran eficiencia y alta selectividad.

A dia de hoy, los enzimas se emplean en la industria para obtener diferentes
productos de interés como alimentos, combustibles y farmacos, entre otros
muchos. Sin embargo, su empleo a gran escala presenta inconvenientes, como
son su elevado coste, su facil inactivacién y su dificil recuperacién de la mezcla de

reaccion final.

Consecuentemente, el uso de enzimas inmovilizados puede solventar buena
parte de estas limitaciones. La inmovilizacidn aumenta significativamente la
estabilidad del enzima, evitando en cierta medida la inactivacién por sustratos o
productos, asi como por el empleo de condiciones extremas de reaccidn
(temperatura, pH, disolventes orgénicos...). Por otro lado, la inmovilizacién
permite la recuperacién del enzima de la mezcla de reaccidn, posibilitando su
reutilizaciény, por lo tanto, la disminucién de su coste econémico (Sankaran et al.

2016).



Sin embargo, la inmovilizacidn también conlleva una serie de desventajas,
como son una importante disminucidén de la actividad del enzima inmovilizado, la
aparicion de problemas difusionales o el aumento del coste del proceso. Ademads,
la inmovilizacién puede provocar que las caracteristicas cataliticas del enzima se
modifiquen cambiando, por ejemplo, su especificidad y el pH y la temperatura

Optimos de reaccién.

Aun asi, los beneficios de la inmovilizacién de enzimas son superiores a las
desventajas, siendo una técnica rentable a nivel procesal y econémico (Brady y

Jordaan 2009).

1.3.1. Tipos de inmovilizaciéon

Son numerosas las técnicas que se han desarrollado para inmovilizar enzimas,
pero se pueden resumir en cuatro tipos: atrapamiento en mallas tridimensionales
porosas, encapsulacidon en membranas semipermeables, entrecruzamiento y
unién a un soporte, ya sea mediante adsorcion o mediante enlaces covalentes,

idnicos o de afinidad (Figura 3.5) (Brady y Jordaan 2009).

Los métodos de inmovilizacion también se pueden clasificar segun la
reversibilidad o irreversibilidad de la interaccion enzima-soporte (Sankaran et al.
2016). Cada técnica posee sus ventajas y desventajas, por lo que a la hora de elegir
una técnica de inmovilizacidn hay que tener en cuenta factores como el tamafio
de los sustratos y productos, las caracteristicas cinéticas y estructurales del
enzima, la toxicidad de los agentes, los costes del método y las propiedades que

se desean obtener del nuevo catalizador (Cruz-lzquierdo 2013).

De las técnicas de unién a soporte (Figura 3.5; a) las mds empleadas son la

adsorcidén y la unién covalente.
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Figura 3.5: Diferentes técnicas de inmovilizacion de enzimas. (a) Union a soporte, (b) Atrapamiento,
(c) Encapsulacion, (d) Entrecruzamiento.Tomado de Sankaran et al. (2016).

1.3.1.1. Adsorcioén

La adsorcidn es la técnica de inmovilizacidn reversible mds antigua y una de las
mas empleadas. El enzima se adsorbe al soporte sélido a través de interacciones
no covalentes e inespecificas, tales como fuerzas de van der Waals, interacciones
hidrofdbicas y sobre todo puentes de hidrégeno. También se puede realizar a
través de interacciones no covalentes especificas, como las hidrofdbicas,
electrostaticas o de afinidad (Al-Zuhair et al. 2007). Estas interacciones, al ser
débiles, apenas causan cambios conformacionales en el enzima, lo que permite
que retenga buena parte de su actividad. Por el contrario, esta inmovilizacion es
muy sensible al pH, temperatura y fuerza iénica (Brady y Jordaan 2009; Poppe et

al. 2015).



1.3.1.2. Unidén covalente

La unidn covalente es una técnica de inmovilizacidn irreversible en la cual se
activan los grupos quimicos del soporte permitiendo la unién covalente del
enzima. Es el método mas interesante desde el punto de vista industrial debido a
la sencilla manipulacién de los complejos inmovilizados y a su posible reutilizaciéon.
Ademas, los enzimas inmovilizados covalentemente son, en general, mas

resistentes ala inactivacién por la temperatura, los disolventes organicos o el pH.

Como desventaja, cabe destacar la notable disminucién de actividad del
enzima tras su inmovilizacién, debido a la alteracién de su estructura espacial que

puede afectar al centro activo.

Para inmovilizar un enzima se tiene en cuenta la disponibilidad y Ia
nucleofilicidad superficial de sus aminodcidos, siendo una buena eleccién la
inmovilizacion a través de los grupos e-amino de los residuos de lisina. Para la
inmovilizacidn covalente a través de residuos de lisina, el agente entrecruzante
mds empleado es el glutaraldehido (Barbosa et al. 2012). Este entrecruzante
bifuncional reacciona con dos grupos amino formando bases de Schiff que son
relativamente débiles y pueden hidrolizarse (Hermanson 2013). Para evitar la
hidrdlisis, las bases de Schiff se deben reducir con NaBH, a pH alcalino (Bayliss y

Adams 1979).

1.3.1.3. Atrapamiento y encapsulacién

La inmovilizacién por atrapamiento implica el confinamiento del enzima
dentro de una matriz polimérica que permite que pasen a través de ella el sustrato
y los productos mientras que el enzima queda retenido (Figura 3.5; b). Por otra
parte, en la encapsulacion se inmoviliza el enzima dentro de una membrana por la

cual sélo pueden difundir moléculas pequefias (Figure 3.5; c).

95



96

Con estos métodos se consigue un enzima mas estable que en la adsorcidn,
pero el atrapamiento o encapsulacién del enzima provoca problemas derivados
en la menor transferencia de masa, por la matriz polimérica o por la permeabilidad

de la membrana de la cdpsula (Sankaran et al. 2016).

1.3.1.4. Entrecruzamiento

El entrecruzamiento (cross-linking), es un método de inmovilizacién que ha
sido muy utilizado en la estabilizacién de numerosos enzimas (Sheldon 2007). Esta
técnica estd ganando importancia debido a sus ventajas en la reduccién de costes

y a la alta produccién (Sangeetha y Abraham 2008).

El entrecruzamiento consiste en inmovilizar el enzima consigo mismo,
prescindiendo de cualquier soporte al utilizar moléculas entrecruzantes, bi- o
multifuncionales. Como resultado se obtienen agregados de enzimas con enlaces
intermoleculares irreversibles capaces de resistir condiciones extremas de pH 'y
temperatura (Cao et al. 2003; Zhao et al. 2015). Con esta técnica se evita utilizar
soportes sélidos que reducen la actividad especifica en un 90% o mds (Brady y

Jordaan 2009).

Existen diferentes métodos para inmovilizar enzimas sin emplear un soporte,
siendo el mas utilizado la precipitacién por disolventes organicos y su posterior

entrecruzamiento con un reactivo bifuncional, como el glutaraldehido.

Asi se obtienen agregados conocidos como CLEAs (Cross-Linked Enzyme
Aggregates) que son baratos de obtener y permiten gran flexibilidad, pudiendose
inmovilizar gran cantidad de enzima, o incluso varios enzimas a la vez, creando

combi-CLEAs muy Utiles para reacciones en cascada (Dalal et al. 2007).

Se han preparado CLEAs de un buen ndmero de enzimas, incluyendo lacasas
(Matijosyté et al. 2010), anhidrasa carbédnica (Bhattacharya y Pletschke 2014) y

lipasas (Cruz-lzquierdo 2012). Las CLEAs mejoran la estabilidad funcional y



operativa del enzima (mayor intervalo de pH O6ptimo de actividad vy
termoestabilidad) y reducen los problemas de transferencia de masa

(Bhattacharya y Pletschke 2014).

Por el contrario, es problemdtica la recuperacién del enzima para su
reutilizacidn, ya que se recurre a métodos de filtracién o centrifugacion, que a
menudo resultan en un aumento del tamafio de las CLEAs y en la formacidn de
grandes agregados (clumping), que limitan la transferencia de masa

(Talebian-Kiakalaieh et al. 2013).

Para mejorar la actividad del enzima y solventar las desventajas propias de
utilizar un solo método, se estd investigando el efecto de combinar varios
métodos de inmovilizacién. Siguiendo esta linea, Kim et al. (2013a) han realizado
una combinacién de adsorcidn/atrapamiento con entrecruzamiento para la

inmovilizacidn de una lipasa.

Por otra parte, en el laboratorio del Grupo se ha desarrollado un biocatalizador
estable y facil de recuperar, mediante el entrecruzamiento de MNPs a enzimas
precipitados entrecruzados entre si, para obtener CLEAs magnéticas (MCLEAs)

(Cruz-lzquierdo et al. 2012; 2014; Lépez et al. 2014; Picd et al. 2017).

Las mCLEA resultantes presentan las principales ventajas tanto de los
biocatalizadores magnéticos como de las CLEAs convencionales, ya que muestran
mejor estabilidad térmica y de almacenamiento. Ademads, las mCLEAs pueden
reutilizarse facilmente ya que su recuperacién de la mezcla de reaccidn es sencilla
empleando un imdn, evitando asi la centrifugacién y filtracién, que tantos

problemas provocan para recuperar las CLEAs no magnéticas convencionales.

En los ultimos afios son diversos los enzimas inmovilizados mediante esta
técnica, siendo algunos ejemplos las lacasas (Kumar et al. 2014; Nguyen et al. 2017)

o los enzimas lignoceluldticos (Bhattacharya y Pletschke 2014). Uno de los
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enzimas que mds frecuentemente se ha inmovilizado son las lipasas (Cruz-

Izquierdo et al. 2012; Tudorache et al. 2013; Zhang et al. 2015).

1.4. Las lipasas

Las lipasas (EC 3.1.1.3.) son enzimas ubicuos producidos por plantas, animales
y microorganismos. Su funcién bioldgica es catalizar la hidrdlisis de TAGs a glicerol
y FFAs. En medios organicos pueden catalizar reacciones sintéticas, incluyendo
interesterificaciones entre TAGs y alcoholes para producir glicerina y ésteres de
acidos grasos de cadena larga, es decir, biodiésel (Cruz-lzquierdo et al. 2014). En

la Figura 3.6. se resumen las reacciones catalizadas por una lipasa.

Hidroélisis
Rl—(l,‘l—ORz + H20 —_— R,——(!Z—OH + R;—OH
I
(0} (0]

Esterificacién

RI—?—OH + R,-OH — Rl—(li—ORz +H20
1 I

O (0]
Transesterificacion

a)Acidolisis

Rl—?—ORZ + R3—(|:—0H —_— R3-—(|3—0R2 + R;—C—OH
1 [ | i
b S 5 S

b) Interesterificacién

R]—%_ORQ + R3—Cl—0R4 _— Rg,—C‘—ORz + Rl—C,:—OR4
(0]
c) Alcohdlisis

R—C—OR; + R3—OH —> R—C—OR; + R;-OH
5 S

Amindlisis

R]—?—ORz + Ry—NH, —= R—C—NHR; + R-OH
I I
0

Figura 3.6: Esquema de las reacciones catalizadas por una lipasa. Tomado de Cruz-lzquierdo (2013).



Estas reacciones son muy interesantes desde el punto de vista biotecnoldgico,
ya que permiten obtener un abanico muy amplio de bioproductos, tales como
biosurfactantes (Lépez et al. 2014), biocombustibles (Bhattacharya y Pletschke
2014; Cruz-lzquierdo et al. 2014; Zhang et al. 2015) o fragancias (Pandey et al. 1999),
entre muchos otros. Sin lugar a dudas, una de las aplicaciones mas estudiadas es

la alcohdlisis de aceites para la produccién de ésteres de acidos grasos (biodiésel).

Muchas de las reacciones que cataliza una lipasa también pueden ser
catalizadas de forma quimica. Sin embargo, el uso de lipasas presenta varias
ventajas frente a la catdlisis quimica, como son las moderadas condiciones de

temperatura y presién, mayor especificidad y menor toxicidad (Dizge et al. 2009).

Las lipasas procedentes de bacterias, levaduras y hongos son la fuente
comunmente usada en la biocatadlisis industrial, ya que son mas robustas, mas
faciles de obtenery mas faciles de recuperar del medio de cultivo (Al-Zuhair 2007).
Actualmente, las lipasas mas empleadas en sintesis orgdnica son la lipasa de
origen bacteriano Burkholderia cepacia (BCL), la lipasa de Candida rugosa (CRL) y
la lipasa B de Candida antarctica (CALB) (Sankaran et al. 2016). Esta dltima lipasa

es la utilizada en este trabajo.

1.4.1. Lipasa B de Candida antarctica (CALB)

CALB posee las caracteristicas tipicas de las lipasas, es decir, una triada
catalitica compuesta por residuos de serina, aspartato e histidina y un mecanismo
cinético de hidrdlisis ping-pong bi-bi (Malcata et al. 1992). Sin embargo, no posee
la estructura que hace de tapa del centro activo y la activacién interfacial es

residual y practicamente indetectable (Martinelle et al. 1995).

CALB es una lipasa de 33 kDa (40x30x50 A) muy estable en disolucién, siendo
estable en un intervalo de pH entre 3,5y 9,5, con un pH éptimo para la catalisis

de 7 (Figura 3.7). La temperatura de desnaturalizacién varia entre 50°C y 60°C,
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dependiendo del pH en el que se encuentre, favoreciendo una temperatura de

desnaturalizacién mas alta un pH mas acido (Anderson et al. 1998).

Figura 3.7: Estructura tridimensional de CALB. En rojo se representan las hélices-o. y en amarillo las

hojas plegadas 3. En verde se representan los lazos que dan flexibilidad a la proteina. Tomado de
Uppenberg et al. (1995).

Por otra parte, cuando se inmoviliza CALB su estabilidad aumenta, pudiéndose
utilizar en medios con disolventes organicos y en intervalos de temperatura de
entre 60-80°C sin pérdida significativa en la actividad (Heldt-Hansen et al. 1989;

Arroyo y Sinisterra 1994).

Se ha inmovilizado CALB a numerosos soportes, destacando entre ellos la
comercializada por Novozymes como Novozym 435®, en el que la lipasa se ha
inmovilizado a una resina acrilica. Otros soportes utilizados han sido nanotubos
de carbono multicapa (Rastian et al. 2016), tela de carbono activada (Naranjo et

al. 2010), resina acrilica (Ognjanovic et al. 2009) y MNPs magnéticas (Lépez et al.

2014).
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Puede que CALB sea una de las lipasas mds empleadas en biotecnologia para
la obtencién de bioproductos tan dispares como cosméticos, alimentos,

lubricantes o biocombustibles (Anderson et al. 1998).






2. Resultados y Discusién .

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Caracterizacion de las nanoparticulas

2.1.1. Caracterizacion morfolégica

Los difractogramas de rayos X (DRX) muestran que la unica fase identificada
en las MNPs es magnetita Fe;0, [6xido doble ferroso-férrico Fe**(Fe3*),0,], que

cristaliza en el sistema cubico (Figura 3.8).

Intensidad observada (u. a.)
8

T T T ™ T T T R A
10 20 30 40 50 60

2 Theta (grados)

Figura 3.8: Difractogramas obtenidos con rendija automatica (ADS) de las MNPs sintetizadas. En
negro MNPs con grupos -OH y en azul MNPs funcionalizadas con grupos -NH,. En rojo se muestran los
méaximos de difraccion correspondientes a la magnetita.

A partir de la ecuacidon de Scherrer se determind el tamafio de cristalito
Tabla 3.1. Este tamafo se calculd relacionando este valor con el ensanchamiento

del pico de los maximos de difraccién a media altura. El valor del ensanchamiento

se determind segun la aproximacion de Scherrer y segin Warren.
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Tabla 3.1: Tamafio medio del cristalito de las MNPs. Segin ensanchamiento de Scherrer y Warren.

MNPs Tamafio (A) Tamafio (A)
(Ensanchamiento de Scherrer) (Ensanchamiento de Warren)

MNP-OH 103 A 93 A

MNP-NH 89 A 82 A

Se estimé que el tamafio medio de cristalito fue de 10 nm con pequefias
diferencias entre las muestras. Para confirmar estos valores, se comprobd
mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM) el tamafio y la forma de
las particulas (Figura 3.9). La forma de las MNPs es mds o menos esférica y su
tamafio medio ronda los 10 nm, si bien se aprecia que las MNPs tienden a
agregarse para formar estructuras de en torno a 80 nm debido a las diversas

interacciones que actuan entre ellas.

(A) (B)

- 29 nm

39

Figura 3.9: Imagenes de microscopia electronica de transmisiéon (TEM) de MNPs. Ambas
microfotografias estdn tomadas a x400.000 aumentos. (A) MNPs con grupos -OH superficiales. (B) MNPs
con grupos -NH; superficiales.

Para comprobar estos resultados, los agregados de MNPs también se

analizaron por DLS, obteniéndose resultados de tamafio del agregado superiores

a 8o nm (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2: Tamafio medio de las MNPs mediante DLS (Dynamic Light Scattering). SD: Desviacion

estandar
MNP-OH +19

MNP-NH 112,03 +20

2.1.2. Caracterizacion magnética

Se realizaron curvas de histéresis con los dos tipos de MNPs obtenidos. Los
resultados muestran un claro comportamiento superparamagnético en ambos

casos (Figura 3.10).
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MNPs-NH2
-80 -
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Figura 3.10: Curvas de histéresis de MNPs. Las curvas de histéresis se realizaron a temperatura
ambiente (20°C). En verde se muestran las nanoparticulas con grupos -OH, y en amarillo las
nanoparticulas funcionalizadas con grupos -NH,. H: Fuerza del campo magnético medido en Oersted (Oe).
M: Magnetizacién medida en unidades electromagnéticas por gramo (emu/g).
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A partir de las curvas de histéresis se obtuvieron diferentes pardmetros

magnéticos, como la saturacién magnética (Ms), coercitividad (Hc) y remanencia

(MgR) para cada tipo de MNPs sintetizada (Tabla 3.3).

Tabla 3.3: Parametros magnéticos de las nanoparticulas sintetizadas.

MNPs Ms (emu/g) Hc (Oe) Mg (emul/g)

MNP-OH 70,6 0,95 9

MNP-NH; 61,4 0,55 3,5

Cuando la magnetita es el componente mayoritario presenta una saturacion
magnética (Ms) de 89 emu/g a temperatura ambiente. Aunque se ha obtenido una
saturacién magnética de 70 emu/g en las MNPs-OH se puede concluir que, al igual
que en DRX, el componente mayoritario es magnetita. Esta diferencia de
saturacion magnética (89 frente a 70 emu/g) puede deberse a la diferencia entre
la magnetita macroscdpica y nanoscdpica (Maity y Agrawal 2007; Cruz-lzquierdo
et al. 2014). En las MNPs-NH, la disminucién de la Ms es debido a que las MNPs se
encuentran recubiertas de APTS y, por lo tanto, tienen una mayor cantidad de

materia organica alrededor de la magnetita.

En cuanto a la coercitividad (Hc) y remanencia (Mg) se encuentran, en ambos
casos, muy préximas a cero, lo que indica el claro cardcter superparamagnético

de las MNPs sintetizadas.

Partiendo de los datos de magnetizacidn, y segun la ecuacién de Langevin, se
puede calcular el didmetro promedio de las MNPs. Los resultados muestran una
media de didmetro de nanoparticula de 8 a 10 nm, y una dispersién elevada de

+5 nm (Figura 3.11).
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Figura 3.11: Dispersion de los tamafios de las nanoparticulas con grupos -NH,.

El método de sintesis de MNPs, la coprecipitacidn quimica, es responsable de
la elevada desviacidn que se produce en el tamafio de nanoparticula. Esto es
debido a que, durante la sintesis de las MNPs, la nucleacién y crecimiento de la
nanoparticula no estan del todo controlados. Aun asi, los tamafios de las MNPs se
encuentran dentro del limite para que las MNPs sean superparamagnéticas. Estos
datos de tamafio validan, a su vez, las mediciones obtenidas mediante las técnicas

de TEM y DRX.

2.1.3. Estabilidad de las MNPs

La estabilidad que las MNPs presentan en un coloide se evalud a través del
potencial Zeta (§). Los resultados obtenidos (Tabla 3.4) muestran que las MNPs

tienen carga positivaa pH 7.

Ademas, los valores de potencial Zeta (§) obtenidos nos indican que las MNPs
se encuentran cerca de la regién umbral (15 mV) entre la agregacién y la
estabilidad (Clogston y Patri 2011), presentando una cierta tendencia a la

agregacion sobre todo las MNPs-OH (+12 mV). Por otra parte, se puede comprobar
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que la funcionalizacién con grupos -NH, evita, en parte, una mayor agregacion de

las MNPs.

Tabla 3.4: Potencial Zeta (§) para las MNPs obtenidas. SE: Error estandar

MNPs Potencial Zeta (mV) SE

MNP-OH +12,6 +1,35

MNP-NH; +14,8 +0,32

Las MNPs presentan cierta tendencia a agregarse para formar agregados mas
0 menos esféricos de aproximadamente 80 nm de didmetro medio, como se
aprecia en las microfotografias de TEM (Figura 3.9) y por DLS (Tabla 3.2). Una
posible causa de esta agregacion puede ser las interaciones no magnéticas que
presentan las MNPs (Goodarzi et al. 2003). Otra posible causa podria ser el hecho
de que las MNPs presentan un valor de magnetismo residual (Mr) que, aunque es
muy préximo al valor tedrico de cero, favorece la consiguiente agregacién de las

MNPs.

2.2. Caracterizacion de las mCLEAs

2.2.1. Estudio de la inmovilizacion

Se siguid la obtencidn de las mCLEAs tomando muestras de la fase liquida en
cada una de las etapas de la inmovilizacién. Las muestras se cargaron en geles de
poliacrilamida al 12% que se analizaron por SDS-PAGE (Figura 3.12). Se inmovilizé el
100% de la proteina ofrecida (CALB) y no se observd liberacién de proteina durante

el proceso de inmovilizacién.
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Figura 3.12: Seguimiento de lainmovilizacion de la lipasa CALB por SDS-PAGE. M: Marcadores; C:
Control, CALB 33 kDa; I: Proteina no retenida tras la inmovilizacion; G1: Primer lavado con PBS; G2:
Segundo lavado con PBS; G3: Tercer lavado con PBS; B: Proteina no retenida tras el lavado con NaBHy;
Na: Lavado con NaCl; T: Proteina no retenida tras el lavado con Triton X-100 (1%, v/v).

2.2.2. Caracterizacion morfologica

Una vez obtenido el biocatalizador magnético, el tamafio y la forma de las

mMCLEAs de CALB se examiné mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

(Figura 3.13).

£ 100/nm

Figura 3.13: Imagenes SEM de mCLEAs de CALB dispersadas en agua. Las micrografias se tomaron
a diferente ampliacion; (A) x100.000 y (B) x 20.000.
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Las formas mdas abundantes eran los agregados discretos de

aproximadamente 300 nm (Figura 3.13; A), aunque también se pudieron observar
agregados menores, de alrededor de 100 nm, y mayores, de hasta
aproximadamente 1 um (Figura 3.13; B). El tamafio medio del agregado de mCLEAs
mas abundante se confirmé mediante DLS, donde se obtuvo un valor de 293+87

nm.

2.2.3. Caracterizacion magnética

Se comprobd mediante ciclos de histéresis que las MNPs mantienen las
caracteristicas superparamagnéticas tras la inmovilizacién del enzima, esta vez

formando parte de las mCLEAs (Figura 3.14).
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Figura 3.14: Ciclos de histéresis para MNPs y mCLEAs. Las curvas de histéresis se realizaron a
temperatura ambiente (20°C). En verde se muestran las nanoparticulas con grupos -OH, en amarillo las
nanoparticulas funcionalizadas con grupos -NH, y en azul las mCLEAs.



Después de la inmovilizacion, el biocatalizador magnético mantuvo el
comportamiento superparamagnético de las MNPs si bien, como muestra la
Figura 3.14, la saturacion magnética (Ms) de las mCLEAs fue mucho menor
(36,6 emu/g) que las MNPs desnudas (70 emu/g). Esto puede deberse al hecho de
que al estar el enzima inmovilizado, la sefial de la magnetita sea menor al estar

mas diluida.

2.2.4. Estabilidad de las MNPs

Se estudid la estabilidad del biocatalizador magnético en un coloide a través
del potencial Zeta (§). El resultado obtenido, +9,71 £2,33mV, puede justificar que

las mCLEAs tiendan a agregarse mds que las MNPs (Tabla 3.4.).

2.2.5. Analisis elemental

El andlisis elemental de N, C y H concuerda con lo esperado para las
nanoparticulas desnudas (MNP-OH), funcionalizadas con grupos amino (MNP-
NH.,) y entrecruzadas como mCLEAS (Figura 3.15). El porcentaje en N de las
MNPs-OH fue insignificante, casi en el limite de deteccién (0,1%). El consiguiente
aumento de N en las MNPs-NH, confirma la funcionalizacién de las nanoparticulas
comparadas con las MNPs-OH. Ademas, el C muestra un aumento en estas
nanoparticulas, debido probablemente al contenido de C del agente de
funcionalizacion (APTS), que tiene una ratio de 3 4tomos de C por cada N. El resto
de componentes que constituyen las MNPs serfan Fe y O. En cuanto a las mCLEAs,
el aumento significativo de todos los elementos, en especial C, nos confirma la

inmovilizacidon del enzima.
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Figura 3.15: Analisis elemental de las MNPs y mCLEAs obtenidas. Se analizé la composicién en
Nitrégeno (N), Carbono (C) e Hidrégeno (H).

2.2.6. Determinacion de la actividad enzimatica

2.2.6.1. Actividad esterasa

Tras obtener las mCLEAs se midid la actividad hidrolitica del biocatalizador
inmovilizado determinandose en 1,4 U por mg de biocatalizador (peso seco). Por
el contrario, la lipasa libre mostré una actividad de 17,8 U/mg de proteina de la

preparaciéon comercial.

2.2.6.2. Transesterificacion de aceites

De igual manera se comprobd la capacidad del biocatalizador inmovilizado
para catalizar reacciones de transesterificacién mediante la obtencién de
biodiésel a partir de aceite de oliva. Se obtuvo una conversién del 65% tras 20 h de
reaccién a 40°C, utilizando 2-propanol como donador de grupos alquilo en una

mezcla de reaccion sin disolvente y con agitacidn constante.



2.3. Escalado en la produccion de mCLEAs

Por ultimo, se comprobd que las mCLEAs obtenidas a mayor escala mantenian
las mismas caracteristicas que las producidas a menor escala. Se evidencid que se
mantenian las actividades enzimaticas (esterasa/transesterasa), al igual que las
caracteristicas magnéticas, morfoldgicas y de estabilidad de las mCLEAs, haciendo

viable la obtencidn de mCLEAs a mayor escala.
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Capitulo IV
Obtencion de biodiésel







1. Introduccidn @

1. INTRODUCCION

esde hace décadas, los combustibles fésiles se han convertido en
una parte integral de la vida cotidiana. Estos combustibles se
emplean para producir energia para el transporte y la generacion de
electricidad, siendo estos sectores los que han desempefiado un papel vital en la

mejora de la calidad de vida humana en las Gltimas décadas (Lam y Lee 2012).

Sin embargo, al provenir los combustibles fdsiles de fuentes no renovables, su
disponibilidad es limitada y tienden a agotarse. Ademds, la quema de
combustibles fdsiles ha planteado numerosos problemas ambientales, incluyendo
los efectos de los gases de efecto invernadero (GEI), que contribuyen

significativamente al calentamiento del planeta (Bhattacharya y Pletschke 2014).

Es por ello que se necesita buscar una fuente de energia renovable que
estimule un desarrollo energético mas sostenible, siendo este logro uno de los

desafios clave en este siglo (Lam y Lee 2012).



@ IV. Obtencidn de biodiésel

Son diversas las fuentes de energia renovable que estan en desarrollo. Por
ejemplo, en el sector del transporte se esta tendiendo a la sustitucién gradual de
los combustibles fésiles por biocombustibles como el biodiésel. Este
biocombustible se considera una alternativa real, sobre todo a corto plazo, ya que
se puede utilizar en cualquier motor diésel sin necesidad de modificacién (Leung

etal. 2010).

1.1. Biodiésel

El biodiésel es una mezcla de ésteres alquilicos de acidos grasos de cadena
larga (FAAEs, Fatty Acid Alkyl Esters) obtenidos a partir de grasa animal, aceite

vegetal o aceite de microalgas (Lépez et al. 2015).

Sus propiedades energéticas y caracteristicas fisico-quimicas son analogas a las
que presenta el petrodiésel obtenido a partir de la destilacién del petrdleo.
Ademds, este biocombustible produce menos emisiones de GEl en términos de
hidrocarburos no quemados, mondxido de carbono y particulas, y presenta un

menor contenido de azufre que el diésel mineral (Kegl 2008).

1.1.1. Tipos de biodiésel

El biodiésel se puede clasificar segun el origen de la materia prima empleada,
pudiéndo usar tanto biomasa comestible como no comestible.
1.1.1.1. Biodiésel de 12 generacion

El biodiésel de 1° generacidn se obtiene a partir de biomasa comestible como

el maiz, la cafa de azlcar o los aceites de soja, colza u oliva (Mubarak et al. 2015).

El biodiésel de 1* generacidn fue el primero que se desarrolld, si bien en Ia
actualidad la industria se inclina hacia su descarte. Esto es debido a que el uso de

biomasa comestible plantea muchas objeciones desde el dmbito social, ya que
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interfiere en el mercado de la alimentacién, aumentando la demanda y

encareciendo el precio de los alimentos.

1.1.1.2. Biodiésel de 22 generacion

El biodiésel de 2* generacién se obtiene a partir de materias primas no
comestibles, como por ejemplo Jatropha curcas, Miscanthus spp. o Panicum

virgatum (Mubarak et al. 2015), asi como de aceites de fritura agotados.

Desafortunadamente, el uso de plantas que producen aceites no comestibles
conlleva una serie de inconvenientes, como el elevado uso de terreno necesario
para su cultivo, la deforestacidn resultante y el elevado gasto de agua. Estos
problemas hacen que los biocombustibles de segunda generacién sean

insostenibles actualmente (Veillette et al. 2015).

Ademas, estos aceites, tanto los provenientes de plantas como los agotados,
contienen una alta concentracién de acidos grasos libres (FFAs) que requieren
pasos adicionales de pretratamiento, lo cual acaba provocando un mayor gasto

energético que se refleja en el coste final del biodiésel.

1.1.1.3. Biodiésel de 32y 42 generacion

El biodiésel de 3° generacidn se obtiene a partir de lipidos que acumulan
microalgas, macroalgas, hongos o levaduras (Lam y Lee 2012). De igual manera, el
biodiésel de 4° generacion también se obtiene de estos organismos que han sido
modificados genéticamente para dotarlos de una mayor capacidad para acumular
lipidos y, por lo tanto, de una mayor produccién de biocombustible (Mubarak et

al. 2015).

Una de las fuentes de biocombustibles més estudiada son las microalgas (Lam
y Lee 2012). La biomasa microalgal tiene un elevado potencial bioenergético y se

puede emplear para obtener otros biocombustibles, distintos del biodiésel, asi
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como para obtener otros bioproductos de valor afiadido, como carotenoides

(Urreta et al. 2014).

1.2. Las microalgas

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos microscépicos que se
encuentran en ambientes marinos y dulceacuicolas (Brennan y Owende 2010).
Tienen gran potencial para fijar CO, atmosférico, pudiendo incorporar

1,83 toneladas de CO, por tonelada de biomasa microalgal (Mubarak et al. 2015).

Se las considera buenas candidatas para la produccién de biocombustibles
debido a su alta acumulacién de lipidos, los cuales pueden ser convertidos,
posteriormente, en biodiésel. Ademas, las microalgas presentan una mayor
eficiencia fotosintética, una mayor produccién de biomasa y una tasa de
crecimiento mas rapida que otras fuentes alternativas, como las plantas (Miao y

Wu 2006; Praveenkumar et al. 2014).

En este trabajo se han seleccionado dos microalgas, Chlorella vulgaris var L3y
Scenedesmus sp. (Figura 4.1), por la elevada cantidad de lipidos que almacenany
por ser habitualmente utilizadas para obtener biodiésel (Lam y Lee 2012; Mubarak

et al. 2015; Lemdes et al. 2016).

Para obtener biodiésel a partir de biomasa microalgal se tienen que abordar
una serie de etapas, como son su cultivo, cosecha y secado de la biomasa
microalgal, extraccion de lipidos y, finalmente, conversion de los lipidos en

biodiésel.
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Figura 4.1: Fotografias de las microalgas empleadas en este trabajo para obtener biodiésel.
A: Chlorella vulagris var L3. B: Scenedesmus sp. Fotografias obtenidas por el centro asociado NEIKER.

1.2.1. Cultivo

En general, las microalgas pueden cultivarse usando tres métodos energéticos

distintos: fototrdpico, heterotréfico y mixotréfico.

Los cultivos fototrépicos utilizan luz como fuente de energia y CO, como
fuente inorganica de carbono, mientras que los heterotréficos son
independientes de la luz y utilizan algun substrato organico (por ejemplo glucosa,
acetato, glicerol...) como fuente de energia y carbono (Mata et al. 2010). En el
cultivo mixotréfico, las microalgas crecen ya sea por via fototréfica o
heterotrdéfica, dependiendo de la concentracion de la fuente de carbono organico

y de la intensidad de la luz empleada (Mata et al. 2010).

Hasta ahora, sélo el método fototréfico ha sido técnica y econdmicamente
viable para cultivar microalgas a escala comercial en un ambiente exterior donde
la luz solar es abundante (Lam y Lee 2012). Ademads, un cultivo fototrdfico tienen
la ventaja de usar las microalgas como sumidero de carbono, al poder utilizar CO,

de los gases de combustién como fuente de carbono.
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Una estrategia muy utilizada para aumentar el contenido de lipidos de Ia
biomasa microalgal consiste en someter los cultivos a deficiencia nitrogenada
(Ikaran et al. 2015). En escasez de nitrégeno muchas microalgas son capaces de
dirigir sus vias metabdlicas hacia la acumulacién de grandes cantidades de lipidos,
principalmente triglicéridos (TAGs), que son los mas adecuados para obtener

biodiésel (Breuer et al. 2012).

1.2.2. Cosecha y secado

El proceso de cosecha y extraccidn supone hasta el 60% del coste total de la
produccién de biodiésel (Mata et al. 2010), por lo que es de vital importancia

reducirlo a través de una serie de avances técnicos.

En cuanto a la cosecha, no existe un método universal para recolectar
microalgas, ya que depende de factores como el género de la microalga
empleada, la densidad celular y el volumen de cultivo a cosechar. Los métodos de
recoleccion mdas comunes son la sedimentacién, centrifugacién y filtracién.
También se estan investigando nuevos procesos como la flotacién (Hanotu et al.
2012), separacién magnética (Toh et al. 2012), ultrasonidos o electrdlisis (Kim et al.

2013b).

A diferencia de otras fuentes, la biomasa microalgal requiere un secado previo
para la produccién de biocombustibles, ya que la presencia de agua puede afectar
a los posteriores procesos de extraccidén y obtencion de biodiésel (Lam y Lee
2012). El secado de biomasa microalgal requiere un gran gasto energético, por lo
que se tiende a usar métodos de extraccién que permitan emplear biomasa
humeda, con lo que se puede conseguir una reduccion del coste energético de

hasta el 25% (Mubarak et al. 2015).
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1.2.3. Extraccion lipidica

Para la extraccion de los lipidos microalgales se suelen utilizar diversos
procedimientos clasificandose en fisicos o quimicos (Halim et al. 2012). Hasta la
fecha no se ha desarrollado un proceso estandar de extraccidn, utilizandose los

métodos anteriores, solos 0 en combinacién (Hita Pefa et al. 2015).

1.2.3.1. Extraccion fisica

Los métodos fisicos mas empleados son la extraccién por presién mecanica,

ultrasonidos y microondas (Mubarak et al. 2015).

Estos procesos son lentos y con baja eficiencia. Ademas, algunos de ellos,
como la ultrasonacién, conllevan un alto gasto energético. En otros casos, como
la presién mecanica, se necesita gran cantidad de biomasa microalgal para su

funcionamiento (Mubarak et al. 2015).

1.2.3.2. Extraccion quimica

Los métodos quimicos son, generalmente, mds baratos y rapidos que los
mecanicos, y utilizan disolventes organicos para extraer los lipidos. La extraccién
Soxhlet, la extraccidn subcritica y la extraccién mediante fluidos supercriticos, son
las técnicas extractivas mds comunes. Las dos primeras extracciones se han

empleado en este trabajo.
a) Extraccion Soxhlet

Este método quimico utiliza disolventes organicos apolares, como n-hexano,
benceno, tolueno o cloroformo, y disolventes polares, como metanol, acetona,
acetato de etilo y etanol. La mezcla binaria cloroformo:metanol (1:2, v/v) es lamas
utilizada, ya que se obtienen grandes rendimientos en tiempos cortos (Folch et al.
1957). El mecanismo general de extraccién de lipidos mediante disolventes

orgénicos se muestra en la Figura 4.2.
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Figura 4.2: Esquema del mecanismo de extraccién de lipidos mediante disolventes orgéanicos.
A: Mecanismo de extraccion de un disolvente organico apolar. B: Mecanismo de extraccion de una mezcla
de disolventes polar/apolar. Mecanismo de extraccion: 1) Penetracion del disolvente organico a través de
la membrana celular. 2) Interacciéon del disolvente con los lipidos. 3) Formacion del complejo
disolvente-lipido. 4) Difusién del complejo a través de la membrana celular. 5) Difusién del complejo
disolvente-lipido a través de la pelicula de disolvente organico. Adaptado de Halim et al. (2012).

Esta técnica presenta una alta eficiencia siendo simple y barata. Sin embargo,
los disolventes empleados son téxicos y perjudiciales para el medio ambiente
(Mubarak et al. 2015). Ademads, el empleo de ciertos disolventes en la extraccién

puede impedir dar otro uso a la biomasa deslipilizada, como por ejemplo la

obtencién de biogas.
b) Extraccion subcritica

Aunque las técnicas de extraccion con disolventes son, generalmente, mas
baratas y faciles de ejecutar, la necesidad de emplear disolventes téxicos y los

tiempos de extraccidn largos son los principales inconvenientes. Con el fin de
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minimizar estos inconvenientes, se ha descrito la extraccidn subcritica como un
método con buen rendimiento (Herrero et al. 2005; Chen et al. 20113; Pieber et al.

2012).

Esta técnica utiliza disolventes a temperaturas entre 50 y 200°C, y presiones
entre 10 y 15 MPa, para garantizar que el disolvente permanezca siempre en
estado liquido y para conseguir una extraccion elevada y rapida (Mubarak et al.
2015). Esta extraccidn tiene un elevado coste energético y sélo se ha aplicado a

escala de laboratorio (Halim et al. 2012).
¢) Extraccion por fluidos supercriticos

La extraccion con fluidos supercriticos evita el uso de disolventes tdxicos al
utilizar CO, gas como disolvente. Con este método se obtienen buenos resultados
y se puede procesar biomasa microalgal himeda, lo que conlleva una importante
reduccién de costes. Sin embargo, su mayor desventaja radica en que esta
tecnologia es todavia demasiada costosa y dificil de operar a gran escala (Sathish

y Sims 2012).

1.2.3.3. Saponificacion directa

Una alternativa a la extraccién de TAGs es la extraccidn de FFAs de la biomasa
microalgal por medio de una saponificacién directa. Esta extraccion permite
obtener FFAs saponificados con sales de potasio o sodio en lugar de TAGs (Medina

et al. 1995; Gonzalez et al. 1998; Hita Pefa et al. 2015).

La saponificacidn directa es mas rapida y barata que la extraccidn tradicional
de TAGs, aunque se requieren condiciones de operacion mds drasticas (Grima et
al. 1994). La extraccion de FFAs se realiza en tres pasos: i) saponificacion directa
de la biomasa humeda, seguida de ii) la extraccion de componentes

insaponificables y, finalmente, iii) la extraccién de FFAs purificados (Grima et al.

1994).
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Aunque el alto contenido en agua de la biomasa himeda de microalgas
(aproximadamente el 80%, p/p) afecta al rendimiento de saponificacion, es
preferible utilizar biomasa humeda en lugar de seca, porque su secado implica

altos costes tanto en equipos como en energia (Hita Pefa et al. 2015).

1.3. Obtencion de biodiésel

Para utilizar los lipidos microalgales como biocombustible éstos han de
experimentar antes una ultima transformacién (Fukuda et al. 2001; Knothe 2006;
Singh y Singh 2010). Existen diferentes tipos de modificacién, tales como dilucidn,
craqueo térmico (pirdlisis), transesterificacion y microemulsificacion. De todos
ellos, la transesterificaciéon es el mejor método para obtener biodiésel (Balat y

Balat 2010; Brennan y Owende 2010; Talebian-Kiakalaieh et al. 2013).

Es necesaria la transesterificacion de los TAGs o la esterificacién de los FFAs
que componen el aceite para obtener biodiésel. En la trans/esterificacion, también
conocida como alcohdlisis, los TAGs y FFAs que componen el aceite se convierten
en ésteres alquilados de acido graso. La reaccidn se lleva a cabo en presencia de
alcoholes de cadena corta, tales como metanol o etanol, y un catalizador

(Figura 4.3) (Lam et al. 2010).

El catalizador de la reaccidon puede ser de origen biolégico (un enzima) o
quimico, es decir, un acido o una base. Segtn el tipo de catalizador empleado se

distinguen dos tipos de catalisis: quimica y enzimatica.
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Figura 4.3: Esquema de la reaccidon de trans/esterificacion de un aceite/FFAs para producir
biodiésel. La estequiometria de la reaccion de transesterificacion requiere un minimo de 3 mol de alcohol
por cada mol de triglicérido para la obtencion de 3 mol de ésteres y 1 mol de glicerol. En la reaccion no se
muestran los derivados intermedios: diacilglicéridos y monoacilglicéridos. En cambio, la reaccion de
esterificacion requiere un mol de alcohol por cada mol de FFAs.

1.3.1. Catalisis quimica

El método tradicional para producir biodiésel es mediante catalisis quimica.
Para ello, se puede emplear un acido (como el sulfurico) o un compuesto alcalino
(como hidréxido de sodio), como catalizador de la reaccion de

trans/esterificacion. Ambos métodos presentan ventajas e incovenientes.

1.3.1.1. Catalisis alcalina

En la actualidad, el método quimico mas empleado es la transesterificacion
catalizada por un alcali (generalmente KOH y NaOH), ya que es una reaccién muy

rapida, y transcurre a una temperatura relativamente baja (entre 60 y 70°C) y tiene
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mayor capacidad de conversion en biodiésel, en comparacién con el proceso

catalizado por un acido (Shahid y Jamal 2011; Sankaran et al. 2016).

Sin embargo, existen limitaciones en la utilizacién del método alcalino ya que,
por ejemplo, la presencia de agua y FFAs en la muestra origina la formacidn de
jabones por saponificacién de los TAGs. Estos jabones reducen la eficiencia
catalitica, incrementan la viscosidad, forman geles y dificultan tanto la eliminacién
del glicerol como la recuperacién y purificacién del biodiésel (Robles-Medina et al.

2009; Lam et al. 2010).

1.3.1.2. Catalisis acida

Para la catdlisis acida se utilizan, generalmente, acido sulfurico, fosfdrico,
clorhidrico y acidos organicos sulfénicos. La catalisis dcida permite utilizar aceites
con alto contenido de FFAs y agua, pero la reaccidn es unas 4000 veces mas lenta

que la catalisis alcalina.

Este tipo de catalisis requiere emplear temperaturas entre 90-120°C y mucha
mas cantidad de catalizador, del orden de 30 mol de catalizador por cada mol de
aceite (Vyas et al. 2010). Ademads, origina que los equipos se dafien por la corrosion
provocada por los catalizadores, que se traduce en un mayor coste y gasto

energético en la produccidn de biodiésel.

1.3.2. Catalisis enzimatica

La catdlisis enzimdtica es mas especifica y requiere condiciones mas suaves de
reaccién, con un consiguiente menor gasto energético (Zhao et al. 2015; Soler et

al. 2016)

Por otra parte, la produccién enzimdtica de biodiésel permite la fdcil
recuperacién del glicerol, sin necesidad de purificar el producto y evitando la

produccién de residuos quimicos. Ademas, el proceso enzimatico tolera la
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presencia de agua y de FFAs y aumenta el rendimiento de conversién en biodiésel

evitando la formacidén de jabones (Dizge et al. 2009).

Asimismo, la biocatalisis de la reaccién tiene un menor coste econédmico por la
posible reutilizacion del biocatalizador y por el menor numero de pasos
requeridos hasta la obtencién de los productos finales, siendo éstos de mayor

pureza (Sankaran et al. 2016).

Estas ventajas sugieren que la produccién de biodiésel catalizada por enzimas
tiene un alto potencial por ser un proceso mas ecoldgico y una alternativa
prometedora al proceso quimico. Sin embargo, el uso de enzimas en la industria
estd limitado ya que todavia quedan por resolver muchos inconvenientes, como
los altos costes del enzima, su inactivacién por disolventes y la lenta velocidad de

reaccion (Bajaj et al. 2010; Cesarini et al. 2013).

Para evitar la inactivacion enzimdtica y aumentar la vida media del enzima se

puede inmovilizar a diferentes soportes (véase Capitulo Il de esta Memoria).

En este trabajo la lipasa B de Candida antarctica (CALB) se ha inmovilizado entre
si mediante entrecruzado de agregados de enzima (Cross-Linked Enzyme
Aggregates, CLEAS) y, a su vez, con nanoparticulas magnéticas funcionalizadas
con grupos -NH,. Este biocatalizador magnético resultante tiene los beneficios de
las CLEAs, entre los que destaca una mayor estabilidad. Ademas, gracias a su
caracter magnético, permite una recuperacion rapida del mismo de la mezcla de
reaccion y su posible reutilizacién, rebajando considerablemente los costes de

produccién de biodiésel.

1.4. Optimizacion de las condiciones de la reacciéon

Se han publicado numerosos articulos sobre la optimizacién del proceso de

trans/esterificacion con diversas lipasas si bien, las condiciones operativas
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Optimas varian dependiendo del tipo de lipasa y de la técnica de inmovilizacién

(Zhao et al. 2015).

En la obtencién enzimdtica de biodiésel se han de tener en cuenta varios
factores para la trans/esterificacion de los lipidos, como son el tipo de donador de
grupos alquilo, la proporcién del mismo, el uso o no de un co-disolvente en la
reaccion, la agitacion de la reaccidn, la temperatura, la cantidad de agua presente
en la mezcla de reaccién y la cantidad de enzima (Zhao et al. 2015; Sankaran et al.

2016).

1.4.1. Temperatura

La temperatura de incubacién es un factor importante en la velocidad de Ia
reaccion. En la produccién enzimatica de biodiésel se trabaja desde 25°C (Lpez

et al. 2015) hasta 50°C (Modi et al. 2007; Royon et al. 2007).

La lipasa CALB se ha utilizado para catalizar reacciones a temperaturas desde
30°C hasta 60°C (Uppenberg et al. 1995), pero se ha de emplear una en la que su
actividad y reutilizacién no se vean comprometidas en los sucesivos ciclos

cataliticos.

1.4.2. Tipo de donador alquilo y proporcion del mismo

Se han utilizado varios alcoholes de cadena corta como donadores de grupo
alquilo, incluyendo metanol, etanol, 2-propanol, n-butanol e isobutanol (Singh et
al. 2013). Sin embargo, el metanol es el donador alquilo mas utilizado para la
producir biodiésel debido a su bajo precio. Ademads, algunos acetatos de alquilo
de cadena corta, tales como acetato de metilo y acetato de etilo, se han empleado

también como donador de grupos alquilo (Jeong y Park 2010).

La mayor velocidad de reaccidn se obtiene cuando se usa metanol. El aumento

de la concentracién del donador alquilo generalmente aumenta la velocidad de
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reaccién y la conversion final de aceite en biodiésel. Aunque, tedricamente, se
necesitan 3 mol de alcohol para convertir completamente 1 mol de TAGs (relacién
molar 3:1), en la practica se utiliza un exceso de alcohol (normalmente 6:1) ya que

la transesterificacidn es una reaccién reversible (Lotti et al. 2015; Zhao et al. 2015).

Sin embargo, altas concentraciones de alcohol (especialmente metanol),
reducen significativamente la actividad de las lipasas. En este sentido Chen y Wu
(2003) demostraron que la inactivacién por alcohol se reduce segin se aumenta
el numero de carbonos del alcohol, aunque cada lipasa tiene preferencia por un
tipo de alcohol. En concreto CALB soluble es muy sensible al metanol siendo

rapidamente inhibida a relaciones molares mayores que 1:1 (Shimada et al. 1999).

Para evitar este efecto negativo del alcohol, existen varias estrategias como la
adicion escalonada de metanol (Bonet-Ragel et al. 2015; Canet et al. 2017), la
presencia de un co-disolvente que reduzca la concentracidon del alcohol en la
mezcla de reaccién (Zheng et al. 2009; Charpe y Rathod 2011; Rastian et al. 2016;
Mehrasbi et al. 2017) o la utilizacién de lipasas modificadas genéticamente para
que sean menos sensibles a altas concentraciones de alcohol (Park et al. 2012;

Korman et al. 2013).

También se podrian sustituir los donadores alquilo de cadena corta por otros
que no inactiven la lipasa, pero el elevado precio de estos ultimos y la falta de
beneficios adicionales hace que el etanol y metanol sean las Unicas opciones

viables desde el punto de vista econémico y de disponibilidad (Lotti et al. 2015).

1.4.3. Tipos de co-disolvente

La reaccion de transesterificacion se puede llevar a cabo en disolventes
organicos o en sistemas sin disolventes. La presencia de un disolvente en la

mezcla de reaccién disminuye la viscosidad del aceite y favorece la interaccién
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entre el sustrato y el centro activo de la lipasa al mejorar la transferencia de masa

(Sankaran et al. 2016).

Se tiende a utilizar disolventes organicos hidrofébicos, ya que permiten
obtener mejores resultados al favorecer la agregacion de las moléculas de agua
presentes en la mezcla en torno al enzima mejorando su actividad (Fjerbaek et al.
2009). Sin embargo, con algunos disolventes hidréfilos, como el 1, 4-dioxano y
t-butanol, se obtienen altos rendimientos de transesterificacion, al reducir estos
disolventes la viscosidad del aceite y disolver subproductos perjudiciales para la

lipasa (Lotti et al. 2015).

Por el contrario, la adicién de un co-disolvente en la reaccién dificulta la
extraccion del biodiésel tras la catdlisis, siendo necesarios otros mecanismos de

extraccién que conllevan un mayor coste energético (Sankaran et al. 2016).

A pesar del mayor coste energético que supone la utilizacion de un
co-disolvente en la mezcla de reaccidn, se puede rentabilizar su uso ya que la
velocidad de reaccién es mucho mayor. Ademds, el co-disolvente es capaz de
disolver el glicerol que se forma como subproducto y que puede afectar al enzima
inmovilizado. El efecto del glicerol se debe a que es un compuesto muy hidrofilico
e insoluble en aceite, por lo que puede adsorberse facilmente en la superficie de

las lipasas inmovilizadas (Du et al. 2007).

1.4.4. Modo de agitacion

La transferencia de masa es un factor clave en la produccién de biodiésel. Para
evitar limitaciones en la transferencia de masa, se requiere de una adecuada

agitacion (Sankaran et al. 2016).

Hay algunos métodos de agitacion, como el magnético, que puede acabar
dafiando al enzima o al soporte de inmovilizacién debido al contacto del iman con

el biocatalizador, provocando con ello una pérdida de conversidn (Itabaiana Jr. et
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al. 2013). Sin embargo, otros métodos como la agitacién mecdnica o la irradiaciéon

con ultrasonidos mejoran el rendimiento de obtencidn de biodiésel.

El uso de ultrasonidos en la produccidn de biodiésel presenta ventajas sobre
otros métodos de agitacion. La energia de los ultrasonidos mejorala transferencia
de masa entre los reactivos inmiscibles por cavitacién ultrasénica (Veljkovi¢ et al.
2012), siendo esta Ultima el crecimiento y el colapso implosivo de las burbujas
(cavidades) en un liquido irradiado con ultrasonidos. Cuando las ondas
ultrasénicas pasan a través del liquido forman burbujas, llenas de solvente y gases
disueltos, que crecen y colapsan. El colapso de las burbujas de cavitacién da lugar
a la formacién de pequefios remolinos que aumentan la transferencia de masa 'y

calor en la mezcla de reaccién (Veljkovi¢ et al. 2012).

La aplicacién de ultrasonidos a la mezcla de reaccién mejora muchos factores
de la reaccién, como el tiempo necesario para la obtencién de biodiésel, la
temperatura de reaccién, la eficiencia, etc. Ademds, el uso de ultrasonidos
permite reducir el coste para producir biodiésel, ya que con este método de
agitacién se requiere una menor cantidad de catalizador (Stavarache et al. 2005)
y se puede ahorrar hasta la mitad de energia que se consume en la agitacion

mecdnica (Ji et al. 2006; Chand et al. 2010).

Aunque los ultrasonidos pueden ser beneficiosos a corto plazo, cuando se
emplean en sucesivos ciclos cataliticos acaban afectando al enzima, provocando
la pérdida de actividad y un descenso de conversién (Islam et al. 2014). Los
ultrasonidos acttiian sobre el enzima provocando cambios conformacionales en su
estructura secundaria (Zhang et al. 2014) y, en el caso de enzimas inmovilizados,
los ultrasonidos pueden afectar la estabilidad de los enlaces entre el soporte y el
enzima provocando su rotura (Waghmare et al. 2015; Subhedar y Gogate 2016;

Santin et al. 2017).
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La utilizacién de ultrasonidos como método de agitacion requiere ser
estudiado con mayor detalle, en especial en lo relativo al disefio de nuevos

reactores para mejorar la produccién de biodiésel.

Aungque estos son los factores mds importantes en la produccion de biodiésel,
hay que tener en cuenta otra serie de factores como la presencia de fosfolipidos
en el aceite, la acidez del mismo, o la presencia de trazas de disolventes

empleados en procesos anteriores, como en la extraccién del aceite, entre otros.
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la obtencién de mCLEAs de CALB, se empled el biocatalizador magnético
para producir biodiésel. Se optimizé su obtencidn ala vez que se hizo lo propio en
el método de cultivo, la eleccién de la microalga (Chlorella vulgaris var L3 o
Scenedesmus sp.), asi como en el método para la extraccién de los lipidos

microalgales.

Como sustratos de las reacciones de trans/esterificacion se utilizaron tanto
aceites como acidos grasos libres (FFAs). Se estudiaron los principales factores
que afectan a la produccidén de biodiésel, como la temperatura de reaccidn, el tipo
de donador de grupos alquilo, la proporcién del mismo, asi como el modo de
agitacion de la mezcla de reaccion, el efecto de disolventes sobre las mCLEAs y su

uso en la mezcla de reaccidn.

La cantidad del biocatalizador en proporcién al sustrato (aceite o FFAs) se fijé

inicialmente en 1% (mCLEAs:sustrato, p/p) para todas las reacciones.

2.1. Cultivo y caracterizacion de las microalgas

Segun los resultados proporcionados por CENER, la mezcla total de lipidos
extraida de biomasa de C. vulgaris contenia TAGs, fosfolipidos y glucolipidos, que
representaban aproximadamente el 22% (p/p) de la biomasa seca. Sin embargo,
so6lo algunos de los lipidos totales se pueden convertir en biodiésel. La
composicidn lipidica de C. vulgaris var L3 varié considerablemente en funcién de
si la microalga habia sido sometida o no a deficiencia de nitrégeno. En células
deficientes en nitrégeno los lipidos totales suponian hasta el 25,5% (p/p)
incrementdndose notablemente la composicion de TAGs, desde un 7% hasta un

18,5% (p/p) del contenido total de la biomasa (Figura 4.4).
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En cuanto a Scenedesmus sp., la cantidad de lipidos totales almacenados fue
sensiblemente mayor en ambas condiciones nutricionales de cultivo, alcanzando
un 36,5% (p/p) en biomasa sometida a deficiencia de nitrégeno. En cultivos
deficientes en nitrégeno muchas microalgas son capaces de dirigir sus vias
metabdlicas hacia la acumulacién de lipidos de reserva (TAGs), que son los mas

adecuados para obtener biodiésel (Breuer et al. 2012).

40

Scenedesmus sp.
35

30
Scenedesmus sp. C. vulgaris

25
C. vulgaris

[l TAGs
20

B Otros lipidos
15

10

Contenido lipidico (%, peso seco)

Cultivo suficiente Cultivo deficiente en N

Figura 4.4: Contenido lipidico de la biomasa de C. vulgaris y Scenedesmus sp. en cultivos
sometidos o no a deficiencia de N. Se indica el porcentaje de TAGs y otros lipidos (glucolipidos,
fosfolipidos...) presentes en el contenido de lipidos totales (%, peso seco).

La deficiencia nitrogenada causaba en las microalgas cambios relevantes en su
composicidon quimica, como una disminucién en el contenido de proteina y
clorofila (lkaran et al. 2015) y un aumento progresivo en el de lipidos,
especificamente TAGs. En cuanto a la composicién de FFAs, los resultados
variavan dependiendo del modo de cultivo de la microalga. Como han indicado
Ikaran et al. (2015), la deficiencia de nitrégeno en cultivo de C. vulgaris var L3
modifica significativamente la composicidon de FFAs, aprecidndose un notable

aumento de los 4cidos grasos saturados (C 16:0) y monoinsaturados (C 18:1) en
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detrimento de los poliinsaturados (Polyunsaturated Fatty Acids, PUFAs), como,

por ejemplo, C 18:2, C18:3, C16:3 y C16:4 (Figura 4.5) (Picé et al. 2017).

Cultivo suficiente Cultivo deficiente en N
C20:0 C14:0

c18:1 C164 C 180

Figura 4.5: Composicion de &cidos grasos de los lipidos de C. vulgaris var L3 cultivada en
suficiencia y deficiencia de nitrégeno.

Por otra parte, Scenedesmus sp. presentd una respuesta similar al cultivo en
deficiencia de nitrégeno, aumentando los dcidos grasos saturados (C 16:0y C 18:0)

y monoinsaturados (C 18:1) en detrimento de los PUFAs (C 18:3 y C 16:4)
(Figura 4.6).

Cultivo suficiente Cultivo deficiente en N
G 14:0 C184 C140

Figura 4.6: Composicion de acidos grasos de los lipidos de Scenedesmus sp. cultivada en
suficienciay deficiencia de nitrégeno.

Comparando la composicién de FFAs de las dos microalgas se observa que,
aunque presentan d4cidos grasos parecidos, el porcentaje de cada uno de ellos
difiere, siendo mayoritario el oleico (C 18:1) en Scenedesmus sp., mientras que C.

vulgaris tiene una mayor proporcién de linoleico (C 18:2).
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2.2. Extraccion lipidica

Los aceites microalgales se han considerado una fuente novedosa y
prometedora para producir biocombustibles (Mubarak et al. 2015). Sin embargo,
la viabilidad econdmica de la produccién de biodiésel a partir de estos aceites
depende principalmente del coste energético necesario para el procesado de la
biomasa y la extraccién de lipidos (Kim et al. 2013a). Uno de los principales
problemas es la dificultad para extraer lipidos saponificables (que sean capaces
de convertirse en biodiésel), sin extraer los lipidos estructurales insaponificables.
Por lo tanto, encontrar el método mas eficiente y las condiciones éptimas para
extraer los lipidos microalgales adecuados son cuestiones importantes para

reducir los costes de produccién de biodiésel (Mubarak et al. 2015).

2.2.1. Extraccion Soxhlet

Inicialmente, en el centro asociado CENER se extrajo de la biomasa seca de
C.vulgaris un 2,2% (p/p) de lipidos con n-hexano, en los que los TAGS
representando el 58% en peso, es decir, el 1,2% de la biomasa total. Sin embargo,

se estimd que en la biomasa micoralgal era de un 10,78% en peso de TAGs segun
Lepage y Roy (1984).

Debido a los resultados obtenidos, se realizé una segunda extraccion con
cloroformo:metanol (2:1, v/v), en vez de n-hexano, obteniéndose asi un 10,39%
(p/p) de lipidos totales. Tras la extraccidn, la biomasa todavia presentaba color,
indicando que la extraccién eraincompleta. Por este motivo se realizé una tercera
extraccién con cloroformo:metanol, extrayéndose un 8,69% en peso adicional de

lipidos totales.

La extraccién Soxhlet se optimizd antes de proceder a la extraccién de lipidos
con mayor cantidad de biomasa. Este método sirvié de referencia inicial para

determinar el contenido de lipidos en muestras pequefias, pero parece un método
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poco fiable para extraer grandes cantidades de biomasa. Se concluyé que la mejor
extraccion, a partir de 7,5 g de biomasa seca, se conseguia utilizando 100 ml de

cloroformo:metanol, (2:1, v/v), durante 8 h (Picé et al. 2017).

2.2.2. Extraccion en matraz agitado

Las condiciones anteriormente determinadas se usaron para extraer mayores
cantidades de biomasa seca en un matraz con agitacion magnética. Utilizando
estas condiciones, la mayor parte de los lipidos se obtenian en la primera
extraccion con cloroformo:metanol (22,99% en peso de lipidos y 12,22% en peso de
TAQ). Los lipidos obtenidos en la segunda extraccién no superaban el 2% en peso
y mostraban menor contenido de TAGs (0,55% en peso), siendo su perfil de FFAs

algo diferente al obtenido en la primera extraccion.

2.2.3. Extracecion con H20 suberitica

El centro asociado TECNALIA desarrollé un proceso de extraccién diferente
usando agua subcritica (a 60 bares y 200°C). Los resultados de extraccion fueron
bastante pobres, alcanzando como méximo un 6,7% (p/p) de lipidos totales de la

biomasa, de los cuales solo el 1,1% fueron TAGs.

2.2.4. Extraccion por saponificacion

Al extraer biomasa de C. vulgaris por saponificacion, se obtuvo un 34,7% en
peso de lipidos totales, que representaban el 95,95% en peso de FFAs en biomasa

(Picé et al. 2017).

Ante estos buenos resultados, se empled este método para extraer biomasa
de Scenedesmus sp. obteniendo valores similares: 36,3% para lipidos totales y un

92,1% en peso para FFAs.



IV. Obtencidn de biodiésel

La saponificacidon presenta una serie de ventajas frente a los anteriores

métodos de extraccion:

La evidente mejora de los rendimientos de extraccidn, pudiéndose

extraer FFAs incluso de lipidos insaponificables.

El menor gasto energético, al poder usar biomasa himeda en vez
de seca, ya que su secado supone el 25% del gasto energético enla

produccién de biodiésel (Yoo et al. 2012).

El uso de disolventes menos téxicos y mas respetuosos con el

medio ambiente.

La separacidn de la fraccidn insaponificable de una manera facil,
permitiendo la posterior extraccién, a partir de estos residuos
insaponificables, de carotenos, esteroles, tocoferol, etc.) como

otros bioproductos de valor afiadido.

La obtencién de una muestra mas pura en FFAs para producir

biodiésel.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos (Tabla 4.1), se fij6 la

saponificacion como el método mds adecuado para extraer lipidos de biomasa

hidmeda y para su posterior conversidn en biodiésel. Esta extraccidn se empled

posteriormente para extraer lipidos de la biomasa de Scenedesmus sp.
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Tabla 4.1: Resumen de los métodos utilizados para la extraccién de lipidos de la biomasa de
C. vulgaris var L3. Se muestran los disolventes empleados y el tiempo de extraccién necesario, asi como

los rendimientos en porcentaje (p/p de la biomasa total) de lipidos y TAGs.

mpo Lipidos
h)
14 2,2 1,2

n-Hexano

Cloroformo:metanol
(2:1, viv)

Cloroformo:metanol
(2:1, viv)

Soxhlet

Cloroformo:metanol
(2:1, viv)

Matraz agitado Cloroformo:metanol
(2:1, viv)

- Agua subcritica
LI 1] (60 bares a 225°C)

2.3. Produccion de biodiésel

2.3.1. Aceites

2.3.1.1. Aceite 1

15

15

44 h

0,5

0,5

1h

1h

10,39

8,69
21,28%

23

25%
6,7%

34,7%

10,6%

12,22

0,55
12,8%
1,1%

96%

La consistencia casi sdlida dificultaba el manejo del aceite crudo, asi como el

control exacto de algunos parametros de la reaccion, como la relacion molar

aceite:alcohol. Ademads, la consistencia del aceite también dificultaba el posterior

andlisis del biodiésel obtenido. Ambos problemas se solventaron, en parte,

afadiendo un disolvente a la mezcla de reaccién (n-hexano) y siguiendo el

progreso de la misma por analisis semicuantitativo en TLC.

Después de 42 h de reaccidén a 40°C, y utilizando 2-propanol como donador de

grupos alquilo, el andlisis por TLC mostrd que la mayoria de TAGs se convirtieron

en biodiésel (FAAEs) (Figura 4.7).
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FAAEs
- - (Biodiésel)
TAGs — . .
FFAs —
DG —
MG —2 ‘ ‘ . . L
0 (Control) 20 42

Tiempo de reaccién (h)

Figura 4.7: Seguimiento por TLC de la conversién en biodiésel de “Aceite 1” a diferentes tiempos
de reaccion. La muestra de “Aceite 1” 30 mg, (0,87 mmol), disuelto en 100 pul de n-hexano y 400 pl
(5,2 mmol) de 2-propanol, se incubé a 40°C con un 1% (p/p) de mMCLEAs durante los tiempos indicados.
Posteriormente, se analizaron las muestras de la reaccién en placas de gel de silice, que se revelaron con
Azul de Coomassie.C: Pigmentos amarillentos (carotenoides), FAAEs: Acidos grasos alquilados
(biodiésel), TAGs: Triglicéridos, DG: Diglicéridos, MG: Monoglicéridos, FFAs: Acidos grasos libres,
G: Pigmentos verdosos (clorofilas).

2.3.1.2. Aceite 2

El “Aceite 2” se obtuvo a partir de biomasa de C. vulgaris, utilizando la misma
extraccion que en el caso del “Aceite 1”. Sin embargo, el método de extraccién
difirié, en que se realizé en un matraz agitado magnéticamente, permitiendo una
mejor extraccion de los lipidos en un menor tiempo. Pese a esto, el “Aceite 2”
también presentaba consistencia sdélida por la presencia de pigmentos
(carotenoides, clorofilas...) y lipidos no saponificables. El material no saponificable

representaba el 50% (p/p) de la biomasa extraida.
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Como muestra la Figura 4.8, los resultados obtenidos fueron semejantes a los
obtenidos con el “Aceite 1”, y al cabo de 42 h la conversién de TAGs en biodiésel

fue casi completa.

(

(A) (B)
|

c— &

FAAEs
(Biodiésel)

? »
TAGs —> ' .

FFAs—
DG —

MG §
0 4 0 4
Tiempo de reaccion (h)

Figura 4.8: Seguimiento por TLC de la conversion enzimatica en biodiésel de “Aceite 2”. (A) Muestra
de “Aceite 2” (30 mg) y (B) aceite de oliva (15 mg) (control). Los aceites se disolvieron en 100 ul de
n-hexano y 400 ul (5,2 mmol) de 2-propanol, se incubaron a 40°C con 1%, (p/p) de mCLEAs durante 42 h.
C: Pigmentos amarillentos (carotenoides), FAAEs: Acidos grasos alquilados (biodiésel), TAGs:
Triglicéridos, DG: Diglicéridos, MG: Monoglicéridos, FFAs: Acidos grasos libres, G: Pigmentos verdosos
(clorofilas).

La presencia de lipidos no saponificables, en concreto fosfolipidos, no solo
afecta a la consistencia del aceite y a su manipulacidn, sino que puede afectar ala
actividad enzimdtica (Watanabe et al. 2002; Sankaran et al. 2016). Tanto con el
43 H ” (13 H ” 4 H [,

Aceite 1” como con el “Aceite 2” no se detectd, en principio, un descenso de
actividad, ya sea por la robustez del biocatalizador o porque la muestra no

presentaba una alta concentracién de fosfolipidos que disminuyesen la actividad

del enzima.
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2.3.1.3. Relaciéon molar

Debido a la problematica con los aceites de C. vulgaris anteriormente descrita,

se decidié optimizar la reaccion utilizando aceite de oliva como sustrato modelo.

La relacion molar de alcohol en proporcién al aceite es un pardmetro
importante en la reaccién de produccién de biodiésel, ya que la velocidad de la
misma depende de la concentracidn de alcohol. Elevadas concentraciones de
alcohol no siempre conllevan un aumento de la velocidad de reaccidn, incluso

pueden llegar a inhibir el enzima.

Se siguid la conversién en biodiésel del aceite de oliva al cabo de 24 h en una
reaccion en la que, ademas, se compard la respuesta de las mCLEAs a la presencia

de dos alcoholes primarios (etanol y metanol) y uno secundario (2-propanol)

(Figura 4.9).
60
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:E ® Etanol
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g 20 m 2-propanol
c
=
]

10

31 6:1 9:1 12:1

Relacién molar (mol:mol)

Figura 4.9: Efecto de la relacién molar en la conversién de biodiésel. El aceite de oliva (200 mg) se
incub6 a 30°C con 2 mg de mCLEAs (1%, p/p) durante 24 h en presencia de metanol, etanol o 2-propanol
a las proporciones indicadas (alcohol:aceite). Se determin6 la conversion mediante HPLC.
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En las reacciones en las que se utilizd 2-propanol como donador de alquilo, no
se aprecié ningun aumento significativo de conversion a partir de la proporcién
6:1 (alcohol:aceite), manteniéndose constante para proporciones mayores. De
igual manera, las reacciones en las que se emplearon alcoholes primarios como
donador de grupos alquilo alcanzaron su valor maximo en la proporcién 6:1, pero

a mayor proporcidn se aprecié una clara disminucién de la conversion.

Esta disminucién puede deberse a que se ha superado el limite de solubilidad
del alcohol en la mezcla de reaccién, provocando la aparicidon de burbujas de
alcohol puro, que acaban inhibiendo la actividad enzimdtica (Lam et al. 2010;

Rodrigues et al. 2010; Kulschewski et al. 2013; Lotti et al. 2015).

2.3.1.4. Estudio de la temperatura

Uno de los factores que mayor gasto energético requiere en la obtencién de
biodiésel es la temperatura a la que se realiza la transformacién del aceite en

biodiésel. Por ello, se determind la temperatura dptima de la reaccion.

Para ello, se seleccionaron 4 temperaturas que abarcaban el intervalo al que se
puede trabajar con CALB (Uppenberg et al. 1995), desde 30°C hasta 60°C. Se
empleé como sustrato aceite de oliva y 2-propanol como donador de grupos

alquilo en una relacién molar (alcohol:aceite) 6:1 (Figura 4.10).

La mayor produccién de biodiésel se alcanzd al cabo de 24 h a 50°C, si bien
fueron cercanos los valores a las demas temperaturas. En estudios previos
realizados en este Grupo (Cruz-lzquierdo et al. 2014), se observd que la estabilidad
del biocatalizador se veia comprometida a temperaturas altas (50 y 60°C),
observdndose una caida de la conversidn en sucesivos ciclos de reaccién. Por ello,
y teniendo en cuenta otros factores (como la velocidad de reaccién y el coste que
supone mantener una reaccion a una temperatura alta), se concluyé que era

conveniente realizar las reacciones a 30°C, pues a esta temperatura se alcanzaba
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un aceptable grado de conversién, a velocidad razonable y con bajo coste

energético.
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Figura 4.10: Conversién en biodiésel de aceite de oliva a 24 h adiferentes temperaturas de reaccion.
La mezcla de reaccion contenia aceite de oliva, 200 mg (0,23 mmol) y 106,15 pl (1,39 mmol) de 2-propanol
(proporcion 6:1, alcohol:aceite). Se incubd a 30, 40, 50 y 60°C con 2 mg de mCLEAs (1%, p/p) durante
24 h. Posteriormente, se analizaron muestras de la reacciéon mediante HPLC.

2.3.1.5. Aceite 3

Para un mejor estudio de la reaccidn, se decidid sustituir el aceite de oliva por
un aceite modelo que simulase el aceite de C. vulgaris. Por ello, se disefi¢ el

“Aceite 3”” mezclando aceites de palma (80% v/v), soja (10% v/v) y oliva (10% v/v).

La alta volatilidad del n-hexano provocé errores metodoldgicos, por lo que se
sustituyd este co-disolvente por el mismo alcohol utilizado en la reaccién. Por lo
tanto, a partir de ahora el alcohol tiene una doble funcién; actuar como
co-disolvente y, simultdneamente, ejercer de donador de grupos alquilo. La
utilizacién de alcohol como disolvente obligd a modificar la relacién molar
alcohol:aceite, siendo a partir de ahora 30:1 (alcohol:aceite) en las reacciones de

transesterificacion de aceites.
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Se analizd la utilidad del “Aceite 3” siguiendo lareaccién por TLC. La mezcla de
reaccion estaba compuesta por “Aceite 3” y etanol en una relacién molar 30:1
(alcohol:aceite), incubandose a 30°C con agitacién mecanica en un brazo giratorio

durante 24 h (Figura 4.11).

FAAEs
(Biodiésel)

TAGs —> . . ‘ "

FFAs —

DG%1

MG —>
G —> (NS ; .

Oh 05h 1h 24h

Figura 4.11: Seguimiento por TLC de la conversion en biodiésel del “Aceite 3”. Muestra de “Aceite 3”
(200 mg) y etanol en una proporcion molar (30:1, alcohol:aceite), se incubaron a 30°C con 2 mg de
mCLEAs durante 24 h. Posteriormente, se analizaron muestras de la reaccién en placas de gel de silice,
que se revelaron con Azul de Coomassie. FAAEs: Acidos grasos alquilados (biodiésel), TAGs:
Triglicéridos, DG: Diglicéridos, MG: Monoglicéridos, FFAs: Acidos grasos libres, G: Pigmentos verdosos
(clorofilas).

Se obtuvieron resultados satisfactorios, y en apenas 24 h se alcanzé una
elevada conversion de TAGs y FFAs en biodiésel. A pesar de la elevada proporcidén

alcohol:aceite empleada no se aprecid un descenso en la actividad enziméatica.
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2.3.1.6. Aceite 4

Por otro lado, se empled un método diferente para extraer los lipidos
utilizando agua subcritica, es decir, agua a alta temperatura y presién (a partir de

175°Cy 60 bares).

Se estudiaron diferentes temperaturas y tiempos de extraccidon que dieron
lugar a 3 muestras con consistencia sdlida debido a su alto contenido de lipidos
no saponificables. Al igual que ocurria con los aceites extraidos con disolventes
organicos (“Aceite 1 y “Aceite 2”), la consistencia sdlida del aceite originaba el

dificil control de las variables de la reaccion de transesterificacion.

La muestra 1 de “Aceite 4" habia sido extraida a 175°C durante 60 min, mientras
que las 2 y 3 habian sido extraidas a 225°C durante 60 y 90 min, respectivamente.
Cada muestra se mezclé con etanol en una relacién molar (alcohol:aceite) 30:1,

incubandose con 2 mg de mCLEAs a 30°C durante 24 h (Figura 4.12).

<— FAEEs

FFAs —>
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Figura 4.12: Conversion en biodiésel del “Aceite 4”. R1: 75 mg de la muestra 1, siendo C1 el control
sin mCLEAs, y 1 la muestra de reaccion. R2: 68 mg de la muestra 2, siendo C2 el control sin mCLEAs y 2
la muestra de reaccién. R3: 57 mg de la muestra 3, siendo C3 el control sin mCLEAs y 3 la muestra de
reaccion. Se emplearon 2 mg de mCLEAs con etanol en una relacién molar (alcohol:aceite) 30:1, a 30°C
durante 24 h. FAEEs: Esteres etilicos de acidos grasos (biodiésel), FFAs: Acidos grasos libres.
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Apenas se observé una aparicién minima de biodiésel en la placa de TLC tras
24 h de reaccidn. Ademds, no se detectd la presencia de TAGs en la muestra
original, pero si de FFAs. La observada falta de actividad del biocatalizador podria
deberse a la presencia de alguna traza de los disolventes utilizados en la

extraccidn, o al bajo contenido de lipidos saponificables de la muestra.

Los métodos de extraccién de lipidos microalgales estudiados hasta ahora

conllevan una serie de problemas con el aceite resultante:

I La consistencia sélida del aceite dificultaba su manejo y el control

preciso de variables en la conversién enzimatica.

Il. La viscosidad de los aceites dificultaba la catélisis alcalina realizada
por el centro asociado CENER, que se traducia en una baja

conversion, haciendo inviable esta via de obtencidn de biodiésel.

[l. La utilizacién de disolventes téxicos (n-hexano, cloroformo...)
para extraer los lipidos impedia el aprovechamiento de la biomasa

deslipilizada para otros usos como la produccién de biogas.

Por todo ello, se modificé el método de extraccién por una saponificacién que
permitiera la obtencidn de un producto mas puro, admitiendo, ademas, el posible
empleo de la biomasa deslipidizada para otros usos (Picé et al. 2017). Este nuevo
método de extraccidon conlleva la obtencidn de FFAs en vez de aceite

(triglicéridos).

La lipasa CALB es capaz de catalizar reacciones tanto de transesterificacion
como de esterificacion, por lo que este cambio de sustrato no influyé en la
obtencidén de biodiésel. Sin embargo, la catdlisis alcalina tuvo que sustituirse por
una catdlisis acida, ya que la primera no admite muestras con alto contenido en

FFAs.
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2.3.2. Acidos grasos

2.3.2.1. FFAs de Chlorella vulgaris

Ante el cambio de sustrato lipidico empleado se necesité modificar algunos
parametros de la reaccidn, como la estequiometria de la produccién de biodiésel.
Esto se debe a que para producir biodiésel a partir de FFAs se requiere un minimo
de 1 mol de donador de alquilo por cada mol de acido graso, en vez de la relacidn
molar (alcohol:aceite) 3:1 usada cuando se emplea aceite como sustrato. Se
modificé el papel del alcohol en la mezcla de reaccién, siendo ahora donador de

alquilos y disolvente, por lo que la relaciéon molar (alcohol:FFAs) se modificé a 10:1.

Se estudid la conversién del nuevo sustrato en una mezcla de reaccién que
contenfa FFAs y etanol é 2-propanol en una relacién molar (alcohol:FFAs) de 10:1,

incubandose a 30°C con agitaciéon mecanica durante 10 h (Figura 4.13).

. ' <—FAPEs (Biodiésel)

<— FAEEs

FFAs —
CcC— & o o

0 1

Figura 4.13: Conversidn en biodiésel de muestras de FFAs de C. vulgaris. Mezcla de reaccion: FFAs
(136 mg) con alcohol, relacién molar (alcohol:FFAs) 10:1 y 1% mCLEAs (p/p), incubado a 30°C durante
10 h. O: Control sin mCLEAs; 1: Muestra de reaccién con 2-propanol; 2: Muestra de reaccién con etanol.
FAPEs: Esteres propilicos de &acidos grasos (biodiésel), FAEEs: Esteres etilicos de &Acidos grasos
(biodiésel), FFAs: Acidos grasos libres, C: Pigmentos verdes (clorofilas).
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Como muestra, ya sea utilizando etanol 6 2-propanol como donador de grupos
alquilo. Aunque la conversién fue notable, todavia quedaba sin transformar una
cantidad apreciable de FFAs. Hay que sefialar que esta reaccidn transcurrié sdélo

durante 10 h, y no durante las 24 h habituales en estudios previos.

2.3.2.2. FFAs modelo de C. vulgaris (mcFFAS)

Ante la necesidad de esterificar una mayor cantidad de lipidos se disefié una
mezcla modelo de acidos grasos comerciales (mcFFAs) que se parecia a la de
acidos grasos obtenidos a partir de C. vulgaris (rcFFAs). Se validé dicha mezcla
comparando los resultados obtenidos con ella con los obtenidos con la mezcla

real de 4cidos grasos (Figura 4.14).

Las condiciones empleadas para la reaccién de esterificacién catalizada por
mCLEAs fueron a 30°C, durante 24 h, utilizando etanol como donador de alquilo.
Los resultados se analizaron por TLC y GC, calculando por este Ultimo método
conversiones en biodiésel del 74,15% y 70,37%, para mcFFAs y rcFFAs,

respectivamente.

Como muestra la Figura 4.14, y a tenor de los resultados de GC, se concluyd que
la mezcla modelo (mcFFAs) reproduce con exactitud la mezcla real (rcFFAs),

siendo su empleo como sustrato adecuado para futuros ensayos.
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<— FAEEs

FFAs —>
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Figura 4.14: Conversién en biodiésel de muestras de mcFFAs y rcFFAs. Las incubaciones se
realizaron a 30°C durante 24 h con 1% mCLEAs (p/p) y con etanol como donador a una relacién molar
(alcohol:FFAs) 10:1. FAEESs: Esteres etilicos de &cidos grasos (biodiésel), FFAs: Acidos grasos libres.

2.3.2.3. Estudio de la temperatura

Se realizd un estudio detallado de la temperatura éptima de reaccién, aunque
ya se habian obtenido resultados preliminares con los aceites. Para el ensayo se
utilizé como sustrato la mezcla de acidos grasos modelo (mcFFAs), y etanol

(Figura 4.15; A) o 2-propanol (Figura 4.15; B) como donador de grupos alquilo.

Después de 3 h de reaccién a 30°C, se observé una conversién del 87% con
etanol, mientras que con 2-propanol fue mds baja (aproximadamente 59%). Las
reacciones con 2-propanol mostraron, en todos los tiempos y temperaturas, una
menor conversién que con etanol. En las reacciones en las que se empleé etanol
como donador se notaron diferencias entre las temperaturas a tiempos cortos,
pero la conversidn se habia igualado a las 3 h. Por esto, se fij6 30°C como

temperatura éptima para futuros ensayos, ya que a esa temperatura se alcanzaba
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una alta conversidn de biodiésel a bajo coste energético y empleando tiempos

moderadamente cortos (3 h).
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Figura 4.15: Efecto de latemperatura en la conversion en biodiésel de una mezcla de FFAs modelo
(mcFFAs). La preparacion de mFFAs se incubé en presencia de etanol (A) o 2-propanol (B), durante 1, 3
y 24 h a las temperaturas indicadas. La reaccion se inicio al afiadir 1% mCLEAs (p/p) y la conversién en

biodiésel se determiné por HPLC.

2.3.2.4. Estudio del donador de grupos alquilo

Se utilizan diversos alcoholes como donantes de alquilo para obtener
biodiésel, desde alcoholes primarios (etanol o metanol) hasta secundarios
(2-propanol o butanol). En la catdlisis quimica se tiende a utilizar alcoholes

primarios debido a su menor coste econémico, pero en la conversién enzimatica
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se evita su uso ya que son inhibidores de la actividad enzimatica. La lipasa CALB
puede utilizar gran variedad de alcoholes, incluso primarios, si bien Ia

concentracién ha de ser moderada para que la actividad enzimatica no se vea

comprometida.

Se estudié el efecto de los alcoholes primarios metanol y etanol, y del

secundario 2-propanol como donadores de grupos alquilo en las reacciones de

esterificacion (Figura 4.16).
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Figura 4.16: Efecto del alcohol en la conversion de mcFFAs en biodiésel. La preparacién de mcFFAs
se incubd a 30°C durante 24 h en presencia de metanol, etanol o 2-propanol. La reaccion se inicié por
adicion de 1% mCLEAs (p/p). Alicuotas de las muestras se retiraron a los tiempos indicados y la conversion
se determiné por HPLC.

Aunque la tasa de conversién con etanol en las primeras 3 h fue mayor que con
metanol, se obtuvo valores similares al cabo de 24 h de reaccién (78+0,5%). Sin
embargo, se midid una conversion a tiempos iniciales y finales mas baja con

2-propanol (68%). Por estas razones, el 2-propanol se descarté como donador de

grupo alquilo y no se volvid a usar en los siguientes experimentos.



2. Resultados y Discusion

2.3.2.5. FFAs de Scenedesmus sp.

Ajustados algunas condiciones de la extraccion y reaccion, se decidié estudiar
otra microalga que, en un principio, presentaba mejores perspectivas en cuanto a
almacenamiento de lipidos se refiere. Se realizé la extraccidn de lipidos segun el

método de saponificacion anteriormente validado para C. vulgaris.

La biomasa extraida se esterific6 mediante mCLEAs de CALB, empleando
etanol como donador de grupos y disolvente, y agitando las muestras

mecdanicamente (Figura 4.17).

<— FAEEs

FFAs —>

Figura 4.17: Conversion en biodiésel de muestras de rsFFAs de Scenedesmus sp. Mezcla de
reaccién: FFAs (155 mg) con etanol, relacion molar (alcohol:FFAs) 10:1 y 1% mCLEAs (p/p), incubado a
30°C durante 24 h. C: Control sin mCLEAs; 1: Muestra de reaccién con etanol como donador de grupos
alquilo y disolvente. FAEEs: Esteres etilicos de acidos grasos (biodiésel), FFAs: Acidos grasos libres.

Tras 24 h de reaccidén a 30°C se consiguié una elevada conversién de FFAs en
biodiésel, siendo casi indetectable los FFAs remanentes.

Al igual que con C. vulgaris, se disefié una mezcla modelo de FFAs similar a la

extraida de Scenedesmus sp. Se comprobd la validez de esta nueva mezcla,
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denominada msFFAs, comparando las conversiones en biodiésel con la original

(rsFFAs). Los resultados se muestran en la Figura 4.18.
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Figura 4.18: Conversién en biodiésel de muestras de msFFAs y rsFFAs. Las incubaciones se
realizaron a 30°C durante 24 h con 1% mCLEAs (p/p) y con etanol como donador de alquilo en una relacion
molar (alcohol:FFAs) 10:1. FAEEs: Esteres etilicos de acidos grasos (biodiésel), FFAs: Acidos grasos
libres.

En la conversidn a biodiésel analizada por TLC se aprecia un comportamiento
similar de las dos mezclas. Las reacciones también fueron analizadas por GC,
obteniendo valores del 98,5% de conversién de FFAs en ésteres para la mezcla
modelo (msFFAs), y del 96,1% para la muestra original (rsFFAs). Con estos
resultados, se concluyé que la mezcla modelo (msFFAs) reproduce con exactitud
la mezcla real de FFAs (rcFFAs), siendo la msFFAs un sustrato valido para futuros

ensayos.
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2.3.2.6. Estudio de la agitacion

Debido a la inmiscibilidad de los FFAs y el alcohol, se estudid con detalle el
efecto de la agitacién en la mezcla de reaccidn. La mezcla estaba compuesta por
msFFAs y etanol como donador de grupos alquilo en una relacién molar
(alcohol:FFAs) 10:1. Se agitd la mezcla mediante ultrasonidos en un sonorreactor,
mecanicamente en un brazo giratorio o bien magnéticamente en un equipo
Radleys (Figura 4.19). De igual manera, se analizaron por separado los 3 acidos
grasos/ésteres mayoritarios de msFFAs (oleico, linoleico y linolénico), por si
hubiera alguna diferencia significativa en la velocidad de conversién de cada uno

de ellos por separado (Figura 4.20).
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Figura 4.19: Efecto de la agitacién en la conversion en biodiésel de msFFAs. La preparacion de
msFFAs se incubd a 30°C durante 5 h en presencia de etanol con agitacibn mecénica, magnética y por
ultrasonidos. La reaccién se inici6 por la adicion de 1% mCLEAs (p/p). Alicuotas de las muestras se
retiraron a los tiempos indicados y la conversién se determiné por HPLC.

Aunque se obtuvo una conversién final similar con todos los tipos de agitacion
empleados (alrededor del 90%), la diferencia en sus velocidades iniciales fue

considerable. La reaccidn en la que se empled ultrasonidos alcanzé su maximo en
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menos de 1 h, mientras que las agitadas mecanica y magnéticamente tardaron 4 h
mas en llegar ala misma conversion. La velocidad entre las reacciones agitadas de

forma mecanica o magnética fue muy similar.
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Figura 4.20: Velocidad de conversién en biodiésel de los acidos grasos mayoritarios en msFFAs. La
preparacion de msFFAs se incubé a 30°C durante 5 h en presencia de etanol con agitacion mecéanica. La
reaccion se inicié por la adicion de 1% mCLEAs (p/p). Alicuotas de las muestras se retiraron a los tiempos
indicados y la conversién se determiné por HPLC.

Se obtuvieron perfiles de conversién similares con todos los dcidos grasos
empleados. Este resultado indica que la lipasa inmovilizada muestra una
especificidad similar para esterificar todos los FFAs presentes, a pesar de sus
diferentes longitudes de cadena y/o grado de insaturacién. Por otra parte,
también indica que la inmovilizacién de CALB en las mCLEAs no afecta,

aparentemente, a su especificidad, y que las propiedades cataliticas de la lipasa

inmovilizada son semejantes a las del enzima libre (Anderson et al. 1998).

Una vez comprobado el comportamiento similar de las mCLEAs para esterificar
distintos FFAs, se empled la conversidn del acido linolénico como estandar para

medir la conversidn en las futuras reacciones.
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Volviendo a la agitacion, la mayor velocidad de reaccién observada cuando se
agitaba por ultrasonidos se debié a que las mCLEAs se dispersan mejor con este

procedimiento, lo que favorece una mejor transferencia de materia.

Ante los buenos resultados obtenidos por Shah y Gupta (2008) al ultrasonar el
biocatalizador antes de iniciar la reaccidn, se estudié el efecto de los ultrasonidos
en los primeros minutos de reaccidn para dispersar las mCLEAs. Para ello, la

mezcla de reaccidn se incubé 1 min en el sonorreactor y después se agité de forma

magnética (Figura 4.21).
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Figura 4.21: Velocidad de conversién en biodiésel del acido graso linolénico presente en
msFFAs. La preparacion de msFFAs se incub6 a 30°C durante 1 h en presencia de etanol con agitacion
magnética. Previamente las muestras se ultrasonaron durante 1 min a 24 kHz y 100 W de modo continuo.
Alicuotas de las muestras se retiraron a los tiempos indicados y la conversién se determiné por HPLC.

Se aprecid una clara diferencia entre las muestras agitadas inicialmente con
ultrasonidos y las no agitadas. La ultrasonacién provoca en las mCLEAs una mayor
dispersién en el medio de reaccién, aumentando asi la relacidn superfice-volumen

del biocatalizador (Shah y Gupta 2008; Subhedar y Gogate 2016).
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En un principio, el empleo de ultrasonidos parece un método de agitacion
adecuado para producir biodiésel, a la espera de estudiar los efectos que los
ultrasonidos tienen sobre la estabilidad de las mCLEAs (véase Capitulo V de esta

Memoria).

2.3.2.7. Efecto de los lavados sobre las mCLEAs

Como se ha indicado anteriormente, antes de reutilizar el biocatalizador
magnético se lavd 3 veces y se resuspendid en el mismo disolvente utilizado en la
mezcla de reaccién. Debido a esto, se estudid el efecto sobre las mCLEAs de los
lavados con metanol o etanol, asi como con t-butanol. Se incluyd el t-butanol ya
que este alcohol es un co-disolvente asiduamente empleado en la produccién de
biodiésel, al no actuar como donante de grupos alquilo, y no afectar ni a la
actividad ni a la estabilidad del biocatalizador (Halim y Kamaruddin 2008; Tiirkan

y Kalay 2008).

En la Figura 4.22 (A) las mCLEAs se lavaron con t-butanol o metanol antes de
su primer uso y en la reutilizacidn en los consecutivos ciclos cataliticos,
utilizandose metanol como donador de grupo alquilo en la mezcla de reaccidn.
Por el contrario, en la Figura 4.22 (B) las mCLEAs se lavaron con etanol o t-butanol

y luego se ensayaron con etanol.

Como muestra la Figura 4.22, se observaron distintos grados de conversion
usando diferentes alcoholes como sustrato y/o disolvente de lavado. El metanol
disminuyd significativamente la actividad enzimatica, causando una fuerte caida
de hasta un 35% de conversion (Figura 4.22; A). Este efecto negativo no podia
revertirse y se mantuvo en ciclos posteriores. Por el contrario, este efecto sobre
la actividad enzimdtica no se observd cuando se usa etanol o t-butanol en el

lavado (Figura 4.22; B).
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Figura 4.22: Efecto en la conversién en biodiésel del disolvente usado para lavar las mCLEAs de
CALB. En (A) las mCLEAs se lavaron con metanol o t-butanol y luego se ensayaron con metanol como
donador de alquilo, mientras que en (B) las mCLEAs se lavaron con etanol o t-butanol y luego se ensayaron
con etanol. La mezcla de reaccién contenia 500 mmol de mFFAs, metanol o etanol (relacién molar 10:1,

alcohol:FFAs) y 1% de mCLEAs (p/p de FFAs). La reaccion transcurrié durante 3 h a 30°C con agitacion
mecanica.

2.3.2.8. Efecto del alcohol sobre las mCLEAs

Para determinar si el observado efecto negativo en la actividad enzimatica era
causado por el metanol, debido a su conocido efecto inhibidor sobre las lipasas
(Shimada et al. 2002; Lam et al. 2010; Kulschewski et al. 2013), 0 a una pérdida de
eficacia catalitica, debido a una disminucién de la superficie de las mCLEAs, se

estudio el efecto del metanol y etanol sobre la agregacidn del biocatalizador.
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Para ello, el biocatalizador magnético se incubé durante 1 h a 30°C, con

agitacién mecdnica a diferentes concentraciones de metanol o etanol (de o0 a
60% v/v, en agua). Posteriormente, se analizé por DLS la distribucién de tamafios

de los agregados resultantes (Figura 4.23).
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Figura 4.23: Efecto de dos alcoholes en el tamafio de los agregados de mCLEAs de CALB. El
biocatalizador se incub6 durante 1 h a las concentraciones de etanol o metanol indicadas.

Después de 1h, se observaron agregados de mCLEAs de 500 nm en las
muestras que habian sido incubadas con alta concentracidn de etanol. Sin
embargo, la incubacién con alta concentracién de metanol induci6 la formacién
de agregados mayores, de hasta 2,3 um. Por el contrario, las mCLEAs control, que
no habian sido incubadas con alcohol, mostraron tamafos de aproximadamente
300 nm. En resumen, tanto el metanol como el etanol promovieron la aparicidon
de agregados mayores de mCLEAs, principalmente a partir de un 30% (v/v) de

alcohol.

La agregacion de las mCLEAs conllevé una importante disminucién del drea

superficial por unidad de volumen, aproximadamente 6,7 veces menos. De esta
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forma se redujo el contacto enzima-sustrato y, por lo tanto, el catalizador
presentd una menor actividad y tasa de conversidn. El efecto del metanol sobre
la CALB soluble ha sido estudiado por Fang et al. (2014), quienes sugirieron que el
efecto negativo causado por el alcohol se debia a un mecanismo complejo, con la
formacién de agregados de la lipasa soluble, ademds del efecto inhibidor que

sobre el enzima ejercia el propio metanol (Picé et al. 2017).

2.3.2.9. Efecto de los disolventes sobre las mCLEAs

Para evitar la presencia de una elevada concentracién de alcohol en la mezcla
de reaccién y la posible reduccién de la actividad enzimatica, se puede afiadir
alcohol de forma escalonada (Shimada et al. 1999; Bonet-Ragel et al. 2015; Canet
et al. 2017) o bien utilizar, ademas del alcohol, un disolvente en la mezcla de
reaccion (Li et al. 2006; Tongboriboon et al. 2010; Azdcar et al. 2011; Rastian et al.

2016; Mehrasbi et al. 2017).

Este disolvente desempefia dos funciones en la mezcla de reaccidn, el ya
mencionado descenso de la concentracién del alcohol, y el de facilitar la
homogeneizacidon de la mezcla de reaccién, favoreciendo la mezcla entre el

alcohol y los FFAs.

Para determinar el efecto de algunos disolventes sobre las mCLEAs, se
incubaron 2 mg de mCLEAs con cada disolvente durante 48 h. Posteriormente, se
retird el disolvente y se analizaron la actividad esterasa (hidrolitica) y la conversién

de acidos grasos en biodiésel (biosintética) del biocatalizador (Figura 4.24).

Las mejores actividades se obtuvieron con mCLEAs que habian sido incubadas
con alcoholes secundarios o terciarios, mientras que las que habian sido
incubadas con alcoholes primarios (etanol y metanol) mostraron tasas bajas de
actividad hidrolitica y biosintética. En general, las mCLEAs incubadas con

disolventes polares (DMSO, acetato de etilo, THF, acetonitrilo...) presentaron
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baja actividad, mientras que las incubadas con disolventes apolares (hexano,

tolueno...) no vieron afectada su actividad.
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Figura 4.24: Efecto de diferentes disolventes sobre la actividad hidrolitica y biosintética de las
mCLEAs. Se incubaron durante 48 h 2 mg de mCLEAs con los diferentes disolventes, para después
determinar la actividad hidrolitica y biosintética del biocatalizador magnético.

Tanto la actividad hidrolitica como la biosintética eran afectadas de forma

parecida con cada disolvente, salvo con acetona, cloroformo y acetato de etilo.

Se seleccionaron 4 disolventes para realizar un estudio mas detallado. En Ia
seleccidn se tuvo en cuenta que el enzima presentase en ese disolvente una alta
actividad biosintétita e hidrolitica y que ninguno de estos disolventes pudiese
actuar como donador de grupos alquilo en la esterificacién de acidos grasos.
También se consideré que fuesen miscibles con los alcoholes y los FFAs.
Atendiendo a estas condiciones se seleccionaron n-hexano, t-butanol, tolueno y

acetonitrilo.
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Los disolventes seleccionados se compararon en cuanto a su coste econémico,
toxicidad, punto de ebullicidn, viscosidad y efecto en las ya analizadas actividades

hidrolitica y biosintética de las mCLEAs (Tabla 4.2).

Tabla 4.2: Comparacién de las diferentes caracteristicas de los disolventes seleccionados. Se
consideraron el coste, la toxicidad, la viscosidad y el punto de ebullicién del disolvente, asi como su efecto
en la actividad hidrolitica y biosintética. La toxicidad se determiné a través de la escala de Hodge y Sterner
(1949). El coste se determin6 segun proveedores locales, normalizando el valor (€/L) a una escala sobre
5, tomando como valor maximo el precié mas elevado.

Toxicidad Ligeramente Ligeramente Practicamente Moderadamente
toxico (4) téxico (4) no-toxico (5) téxico (3)
Viscosidad
0,3 0’3 3’4 0’6
P. ebullici °C) 69 82 82 111

Act. Biosintética
retenida (%)

Act. Hidrolitica
retenida (%) et 79,4 79,9 70,7

El alcohol terciario t-butanol fue el que mejores valores presenté en el conjunto

100 80,2 93 91,1

de las caracteristicas evaluadas. Ademas, otros autores también han utilizado este
disolvente para la produccion de biodiésel obteniendo altas conversiones (Li et al.
2006; Royon et al. 2007; Halim y Kamaruddin 2008; Chen et al. 2011b; Rastian et al.
2016; Mehrasbi et al. 2017). Por todo ello, se seleccioné el t-butanol como

co-disolvente a emplear en la mezcla de reaccién para futuros experimentos.

2.3.2.10. Estudio de la relacién molar alcohol:FFAs

Por dltimo, se determind la relacién molar éptima entre alcohol:FFAs en la
mezcla de reaccién. Como se ha demostrado anteriormente, la concentracion de

alcohol presente en la mezcla de reaccidn ejerce un importante efecto sobre el
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biocatalizador, por lo que es de vital importancia emplear la concentracién

adecuada del mismo.

Se determind la velocidad inicial de reaccién con etanol y metanol a diferentes
relaciones molares, asi como la conversién en biodiésel al cabo de 24 h en una

reaccion en la que se incluyé t-butanol como co-disolvente (Figura 4.25).
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Figura 4.25: Efecto de la relacion molar alcohol:FFAs sobre la velocidad inicial de la reaccion y
sobre la conversién. Se representa la velocidad inicial (A) y la conversién total en biodiésel (B) al cabo
de 24 h empleando etanol o metanol a la relaciéon molar indicada. Las reacciones se incubaron a 30°C,
con agitacion mecéanica y usando t-butanol como co-disolvente.

La velocidad inicial estaba afectada por la concentracién de los alcoholes

empleados, alcanzando su éptimo a una proporcion molar 3:1 (alcohol:FFAs). Una
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mayor concentracién de alcohol provocd una caida de la velocidad, haciéndose

este efecto mas evidente empleando metanol como donador de grupos alquilo.

Deigual manera, la conversién en biodiésel aumentd progresivamente hasta la
relaciéon 3:1. Por encima de esta proporcidn molar ya no fue significativo el
aumento, por lo que se fij6 la proporcién 3:1 como dptima para futuros

experimentos.

2.4. Comparacion del biodiésel obtenido de las

microalgas

Se compard la conversidn en biodiésel de los lipidos extraidos de C. vulgaris y
Scenedesmus sp. Empleando las mismas condiciones de reaccion, con la mezcla
original de acidos grasos de C. vulgaris se obtuvo conversiones en torno al 80%,

mientras que con la de Scenedesmus sp. llegaban hasta un 96%.

La calidad del biodiésel obtenido, estimada por la transformacién de los dcidos
grasos en ésteres, estd muy relacionada con la cantidad de lipidos presentes en la
microalga empleada. A mayor contenido inicial de lipidos, como es el caso de

Scenedesmus sp., mejor cantidad y calidad del biodiésel obtenido.

Ademads, la mayor presencia de ésteres de acidos grasos saturados o
monoinsaturados, como es el caso de la biomasa de Scenedesmus sp., favorece un
biodiésel de mayor calidad. Esto es debido a que los PUFAs son mas susceptibles
a la oxidacién durante el almacenamiento, reduciendo asf la calidad del biodiésel

(Rawat et al. 2013).
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2.5. Comparacion entre catalisis

2.5.1. Chlorella vulgaris

Paralelamente a la conversién enzimatica de biodiésel realizada en nuestro
laboratorio, el centro asociado CENER obtuvo biodiésel por catalisis acida
empleando las mismas muestras de FFAs extraidos por saponificacion de la

biomasa de C. vulgaris.

Aunque el biodiésel resultante de la catdlisis dcida mostraba propiedades
aceptables, es decir, era un liquido fluido y de baja viscosidad sin decantacidn, se

obtuvo un valor de conversién bajo (80,2+4,4%).

Se compararon los resultados de transformacién de FFAs en ésteres por
catalisis enzimdtica y 4cida, empleando diferentes donadores de grupo alquilo,

esto es, etanol en la enzimatica y metanol en la 4cida (Figura 4.26).
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Figura 4.26: Composicion de ésteres de acidos grasos (FAMEs y FAEEs) después de la conversion
de rcFFAs en biodiésel obtenido por catalisis &cida o enzimética. La catalisis acida se llevé a cabo
con metanol como donador de grupos alquilo mientras que se utiliz6 etanol en la catélisis enzimatica.
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A pesar de las diferentes condiciones experimentales utilizadas en ambas
formas de catalisis, se obtuvo biodiésel con un perfil similar de ésteres alquilicos
de dcidos grasos (FAMEs y FAEEs), siendo la naturaleza del alcohol

aparentemente irrelevante en los ésteres obtenidos (Pic6 et al. 2017).

Este resultado indica que la lipasa inmovilizada muestra similar especificidad
para esterificar los FFAs extraidos por saponificacion de lipidos totales de
C. vulgaris var L3, a pesar de la diferente longitud de cadena y/o grado de
insaturacién de los FFAs. Por otra parte, también indica que la inmovilizacién de
CLEAs de CALB a MNPs no afectd, aparentemente, a la especificidad de Ia lipasa,
y que las propiedades cataliticas del enzima inmovilizado son semejantes a las del

libre.

La conversion en biodiésel obtenida fue notablemente diferente, indicando
que la catdlisis acida proporciona, aparentemente, una mayor conversion
(80,2 £4,4%) que la enzimdtica (70,4 * 3,1%). Es necesario tener en cuenta que
fueron muy diferentes las condiciones utilizadas en ambos tipos de catdlisis, tanto
en lo relativo a temperatura como al tiempo de reaccién. Ademas, el valor de
conversidon de biodiésel de 70,4+3,1% se obtuvo cuando la reaccién enzimatica
todavia no estaba optimizada y se empleaban mCLEAs para catalizar la

esterificacidon con etanol en ausencia de t-butanol.

2.5.2. Scenedesmus sp.

Por otra parte, se analizé la conversién en biodiésel de lipidos extraidos de la
biomasa de Scenedesmus sp., al igual que se realizé con C. vulgaris, obteniéndose
valores muy altos de conversidn en biodiésel, tanto por catdlisis dcida como
enzimatica. Se obtuvo valores en torno al 97% de conversidén para la catalisis acida,
mientras que por catalisis enzimatica se obtuvo un 96,1% de conversidn de acidos

grasos en sus respectivos ésteres.
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De igual manera, se compard el perfil de ésteres del biodiésel obtenido en las
dos reacciones, a pesar del diferente donador de alquilo usado para obtener
ésteres, metilicos (FAMEs) en la conversién acida y etilicos (FAEEs) en la

enzimatica (Figura 4.27).
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Figura 4.27: Composicién de ésteres de acidos grasos (FAMEs y FAEEs) después de la conversién
de rsFFAs en biodiésel obtenido por catalisis acida o enzimatica. La catélisis acida se llevé a cabo
con metanol como donador de grupos alquilo mientras que en la catalisis enzimatica se utilizo etanol.

Al igual que ocurria con C. vulgaris el perfil de ésteres fue semejante, aunque
se observd por catalisis enzimatica una mayor conversién en ésteres en todos los

acidos grasos.

Aunque ambos procesos cataliticos proporcionaron resultados parecidos, se
ha de tener en cuenta que la catdlisis acida se llevd a cabo a 100°C durante 1 h,
mientras que la enzimatica se realizd a 30°C durante 3 h. Ademads, el empleo de

biocatalizador magnético permitio:

l. Su facil recuperacion de la mezcla de reaccidn y reutilizacién en

sucesivos ciclos cataliticos.
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El empleo de condiciones de reaccién mas suaves, evitando la
oxidacién de reactores y otros problemas secundarios propios de

la catalisis acida.

Un menor gasto energético, al ser necesaria una menor

temperatura de reaccién.

Usar disolventes mas respetuosos con el medio ambiente, que

posibilita la reduccién del coste del biodiésel obtenido.
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1. INTRODUCCION

arecuperacion de la contaminacion atmosférica constituye uno de los
principales desafios del siglo XXI. Entre las fuentes de contaminantes,
el sector del transporte se encuentra entre los principales
responsables al emitir a la atmdsfera didxido de carbono (CO,), hidrocarburos sin
quemar, mondxido de carbono (CO), olores y éxidos de nitrégeno (NOy) (Veillette

etal. 2015).

Los biocombustibles son una alternativa sostenible y renovable a los
combustibles fdsiles, ya que generan menos emisiones de gases de efecto
invernadero (Rodrigues et al. 2016). Ademas, debido a que las fuentes para
obtener biocombustibles se pueden cultivar localmente (ya sean plantas o
microalgas), los paises pueden reducir su dependencia de fuentes de combustible

fosil extranjeras.

Las potenciales ventajas ambientales y sociales de los biocombustibles han
dado lugar a algunas medidas politicas encaminadas a apoyar su produccidn

sostenible. Por ejemplo, la Directiva sobre Energias Renovables (Directiva
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Europea 2009/28/E.C, 2009) obliga a los Estados Miembros de la UE a alcanzar un
objetivo minimo del 10% de energias renovables en toda la energia utilizada en el
sector del transporte para el afio 2020, estableciéndose un limite del 7% en

biocombustibles basados en cultivos alimentarios (Rodrigues et al. 2016).

El hecho de que en la actualidad mas del 95% de las materias primas empleadas
para producir biodiésel provienen de aceites comestibles, causa una gran
preocupacién debido a su competencia con la cadena de suministro de alimentos
(Rodrigues et al. 2016). En consecuencia, ahora existe un mayor interés en los
cultivos de especies no comestibles para obtener biocombustibles de segunda
generacion, como Jatropha curcas, o en la utilizacion de microalgas para la

produccidn de biodiésel de tercera generacion.

La principal limitacién asociada con el uso de biocombustibles de segunda
generacién es la sostenibilidad. Por ejemplo, para satisfacer completamente las
necesidades de gasdleo del Reino Unido (estimado en 25 mil millones de litros en
2008) a partir de la produccion de biodiésel de Jatropha, seria necesario cultivar

la mitad de la superficie de este pais (17,5 millones de hectareas) (Rawat et al.

2013).

Ademas, existe cierto debate sobre si la produccidn de biodiésel alcanza un
equilibrio energético positivo ya que, si se basa en cultivos de plantas oleaginosas
como la colza o la soja, se estima que la energia total absorbida es la mitad de la

energia total necesaria para producir biodiésel (Rawat et al. 2013).

Por otro lado, las microalgas presentan una elevada tasa de crecimiento y alta
capacidad para almacenar lipidos, superando por mucha diferencia a las plantas.
Ademas, estos microorganismos requieren mucha menos superficie para producir
la misma cantidad de biodiésel, sélo un 2% de la que necesitan los cultivos

terrestres (Ahmad et al. 2011).
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Por otra parte, el biodiésel de microalgas no afecta negativamente al medio
ambiente, ya que es un combustible neutro en carbono debido a la fijacién
fotosintética del diéxido de carbono atmosférico. Sirva de ejemplo que en el
crecimiento de microalgas se utiliza 1,83 kg de CO, por cada kg de biomasa seca

producida (Rawat et al. 2013).

1.1. Viabilidad del biodiésel

1.1.1. Optimizacion del proceso de produccion

La produccidn de biodiésel a gran escala a partir de lipidos microalgales es
actualmente inviable econémicamente, ya que es demasiado elevado el gasto
energético que se necesita en el cultivo, extracciéon de lipidos y obtencién de
biodiésel (Suali y Sarbatly 2012). En consecuencia, para aumentar la viabilidad
econdmica del biodiésel seria necesario optimizar todas y cada una de las etapas

en la produccién del biocombustible usando tecnologias mas rentables.

Con este fin, se han de estudiar y mejorar el cultivo, recoleccién y secado de la
biomasa microalgal, asi como la posterior extraccion de lipidos y su
transesterificacién en biodiésel. Entre las claves para reducir el coste se sittian los
procesos que mas energia emplean, como son el secado de la biomasa y la
extraccién de lipidos microalgales (Lardon et al. 2009). Para ello, se tiende a usar
métodos de extraccidn que usen biomasa himeda, evitando el paso de secar la
biomasa y consiguiendo con ello una reduccién energética de hasta el 25%

(Mubarak et al. 2015).

Otra de las etapas en las que se ha de reducir el gasto energético es la
transesterificacion de los lipidos. En la obtencién enzimatica de biodiésel se han
de optimizar varios parametros de la reaccién, como son la temperatura, la

presencia de agua en la reaccion, la cantidad de enzima, su reutilizacidon, asi como
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el modo y tipo de reactor en el que se lleva a cabo la reaccién (Zhao et al. 2015;

Sankaran et al. 2016).
1.1.1.1. Carga enziméatica y reutilizacion

Uno de los problemas en la produccién enzimética de biodiésel es el elevado
coste del enzima. Por ello, es necesario optimizar la cantidad de enzima en la
reaccion y estudiar, en profundidad, su reutilizacién durante el maximo nimero

posible de ciclos cataliticos.

En la actualidad, la cantidad de enzima utilizado en la produccién de biodiésel
se encuentra entre un 0,2% (biocatalizador:aceite, p/p) (Mendes et al. 2011) y un
75% (Li et al. 2007), situdndose la media en torno a un 9% (p/p). En la Tabla 5.1 se
resume las condiciones empleadas en la catdlisis enzimatica para producir

biodiésel a partir de diferentes materias primas.

La cantidad de enzima que aparece en la Tabla 5.1 son muy elevadas si se
comparan con la empleada en este Grupo de investigacion, en donde se ha
obtenido altas conversiones en biodiésel con sdélo un 1% (p/p) de biocatalizador

(Cruz-1zquierdo et al. 2014; Pic6 et al. 2017).

En cuanto a la reutilizacién de la lipasa inmovilizada, el nimero de ciclos
depende en gran medida del tipo de lipasa, la inmovilizacién llevada a cabo y las
condiciones de reaccidn en las que se ha empleado la lipasa. Por ejemplo, usando
una agitacion por ultrasonidos sélo se consigue reutilizar el biocatalizador 8 ciclos
cataliticos (Waghmare et al. 2015; Tavares et al. 2017). Asimismo, utilizando
metanol como donador de grupos alquilo, Mehrasbi et al. (2017) han observado
un descenso de actividad de hasta un 40% al cabo de 10 ciclos cataliticos

empleando una inmovilizacidn de la lipasa parecida a la usada en este trabajo.
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Tabla 5.1: Resumen de las condiciones para la obtencién enzimética de biodiésel. La tabla esta ordenada en funcién de la materia prima utilizada para la
obtencién de biodiésel.

. . . " Enzima Condlcmnes Conversion
Aceite de _ - 400U/ml 30°C (Bonet-Ragel et al.
alperujo [ RO {ime) aceite 6h 2015)
Aceite de Thermomyces lanuginosus -
babast y - Etanol TLL/ P. fluorescens PFL 0,2 4HE 90 lieraes aiel
’ 48 h 2011)
palma (inmo)
Aceite de Acetato de 60°C (Tavares et al.
cambre : metilo NESEE ) 2Y 6h g 2017)
. _ Lipozyme TL IM; Novozym 3 35°C .
Aceite de colza t-Butanol Metanol 435 1 12h 95 (Li et al. 2006)
o .
Aceite de colza t-Butanol Metanol CALB (inmo) 9 i% ﬁ 92 (Rasztlc;s\lns)et 2l
. . 50°C .
Aceite de colza - Metanol Lipozyme TLIM 95 24 h 97 (Dizge et al. 2009)
0
Aceite de fritura - Dimetilcarbonato Novozym 435 10 6204'? 78 (Ghargasl'«)’athod
5 . .
Aceite de fritura - Etanol Burkholderia cepacia (inmo) 15 291 (h: 92 (lepo;a;azoukl
. . ) 50°C (Mehrasbi et al.
Aceite de fritura t-Butanol Metanol CALB (inmo) 22 96 h 48 2017)
o .
Aceite de fritura t-Butanol Metanol Novozym 435 4 ?_02 ﬁ 88 Kaméﬂﬂé% )/2008)
Aceite de fritura 44,5°C p
y colza - Metanol Novozym 435 15 12h 100 (Azobcar et al. 2011)
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Tabla 5.1: Resumen de las condiciones para la obtencién enzimatica de biodiésel. La tabla esta ordenada en funcién de la materia prima utilizada para la
obtencién de biodiésel (continuacion).

Enzima Condl(:lones Conversion

Acetato de 40°C (Subhedar y
Aceite de fritura metilo Lipozyme TLIM 4 3h Gogate 2016)
Aceite de t-Butanol o Lipozyme TLIM; Novozym B U1 40°C (Turkan y Kalay
) Metanol 50 mg -
girasol heptano 435 N435 - 2008)
Aceite de ! . 45°C (Charpe y Rathod
girasol usado n-Hexano Metanol Lipasa de P. fluorescens 5 24 h 66 2011)
Aceite de . 30°C (Rodrigues et al.
jatrofa - Metanol rROL y rCPL (inmo) 5 48 h 65 2016)
. . . 30°C
Aceite de oliva - Metanol rROL (inmo) 2 10h 49 (Canet et al. 2017)
. . 50°C
Aceite de oliva - Metanol Novozym 435 - 24 h 90 (Lee et al. 2010)
. . 500U/ml 60°C (Sanchez y
Aceite de oliva n-Hexano Metanol Novozym 435 aceite 24 h 41 Vasudevan 2006)
Aceite de . Lipozyme TLIM; Novozym 45°C (Tongboriboon et
palma usado AR ERT) B0 435 19 12h Ci al. 2010)
. . Lipasa Callera Trans L 35°C (Cesarini et al.
Aceite de soja - Metanol (inmo) 1 24 h 96 2013)
0
Aceite de soja t-Butanol Metanol Novozym 435 - 52_ € 98 (Chen et al. 2011b)
. . Acetato de 45°C (Ognjanovic et al.
Aceite de soja metilo Metanol Novozym 435 3 50 h 99 2009)
. . Lipasa de C. rugosa y P. 40°C
Aceite de soja - Metanol cepacia-MNP 17,3 24 h 48 (Wang et al. 2009)
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Tabla 5.1: Resumen de las condiciones para la obtencién enzimatica de biodiésel. La tabla esta ordenada en funcién de la materia prima utilizada para la
obtencidén de biodiésel (continuacion).

Aceite de soja
Aceite de soja

Aceite de soja

Aceite de soja o
aceite de
macauba

Aceite vegetal

Lipidos de
microalgas

Lipidos de
microalgas

Lipidos de
microalgas

Lipidos de
microalgas

Lipidos de
microalgas

Semillas de
algodén

Varios

Metanol
- Metanol
el i Metanol
amilico

- Etanol
- Metanol
t-Butanol Metanol
= Metanol
Metanol

Iso-octano Metanol
n-Hexano Metanol
t-Butanol Metanol

- Acetato de etilo

Lipozyme-TL en MNPs-NH;
Lipozyme-TL en MNPs-NH;

Novozym 435

Novozym 435

Lipasa de Alcaligenes sp.
(inmo)

Novozym 435

Candida sp. (inmo)

Novozym 435

Lipasa de Candida sp.

Lipasa de Burkholderia sp.
Novozym 435

Novozym 435

Enzima
(%, p/p)

40

20

20

10

75

2,5

10

1200U/mi
aceite

1,7

10

50°C
12 h
45°C
25h
40°C
15h
70°C
4h

40°C
10 h
40°C
48 h

38°C
12 h
25°C
4h

40°C
10 h
40°C
48 h
50°C
24h

50°C
12 h

94

97

88

80

86

98

92,6

97

95

92

Condiciones Conversion
Referencia
Optimas (CH)

(Xie y Ma 2009)
(Xie y Ma 2010)

(Zheng et al. 2009)

(Santin et al. 2017)

(Soler et al. 2016)

(Lai et al. 2012)

(Li et al. 2007)

(Lopez et al. 2015)

(Teo et al. 2014)

(Tran et al. 2012)
(Royon et al. 2007)

(Modi et al. 2007)
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Sin embargo, si se emplean condiciones de reaccién moderadas, como la
agitacion mecanica y la utilizacidon de etanol, se consigue mantener la actividad
mas de 10 ciclos (Nikpour y Pazouki 2016). Ademas, al emplear un co-disolvente
en lareaccidn, Li et al. (2006) han conseguido mantener la actividad de las lipasas
inmovilizadas comerciales Novozym 435® y Lipozyme TL IM durante 200 ciclos

cataliticos (2400 h).
1.1.1.2. Presencia de agua en la reaccién

La cantidad de agua presente en la mezcla de reaccidn es un factor critico. En
medios organicos no acuosos, es necesaria una minima presencia de agua para el
correcto funcionamiento de la lipasa, ya que la ausencia de agua de solvatacién
afecta la estructura tridimensional de la lipasa y, con ello, su actividad catalitica

(zhao et al. 2015).

Sin embargo, un contenido de agua excesivo supone una disminucion de la
concentracidon del donador de grupos alquilo ademas de promover la actividad
hidrolitica, con la consiguiente disminucién del rendimiento de |Ia
trans/esterificacién (Bajaj et al. 2010). El contenido éptimo de agua en la mezcla
de reaccidn es muy variable y depende en gran medida del tipo de aceite y de

lipasa empleada.
1.1.1.3. Tipo de reactor y modo de funcionamiento

Para la produccidn de biodiésel se puede emplear un proceso operando en
continuo o discontinuo. Las operaciones en continuo presentan mayores y
mejores rendimientos, si bien las discontinuas son las mas empleadas por su
mayor facilidad de control (Kawakami et al. 2011). En concreto, el proceso
continuo es mas favorable parala lipasa inmovilizada debido al bajo coste, ala alta

productividad y a la alta eficiencia energética (Poppe et al. 2015).
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Los tipos de reactores utilizados para producir biodiésel con lipasa
inmovilizada son: el de tanque agitado (STR), el de lecho fijo (PBR), el de lecho
fluidizado (FBR) y el de columna de burbujas (BCR). Para la produccién continua
de biodiésel, el PBR tiene una ventaja afiadida frente a los demas porque, al
eliminar el glicerol de forma continua, se evita su efecto inhibitorio sobre la lipasa

(Sankaran et al. 2016).

Ademads de todos los factores anteriormente citados, para rentabilizar la
produccion de biodiésel a partir de biomasa microalgal, es casi un asunto
imperativo considerar el concepto de biorrefineria, es decir, obtener otros
bioproductos de valor afadido, que hagan econdmicamente viable la produccidn

a gran escala de biocombustibles obtenidos de microalgas (Urreta et al. 2014).

1.1.2. Biorrefineria de biomasa microalgal

Las microalgas son capaces de acumular lipidos fijando CO, atmosférico con
energia luminosa. Estos lipidos se pueden convertir en biodiésel y la biomasa
residual deslipilizada todavia se puede utilizar como fuente para obtener otros
bioproductos, tales como antioxidantes naturales, nutracéuticos, enzimas,
proteinas, carbohidratos, pigmentos, biogas y bioetanol, entre otros (Figura 5.1).
Las microalgas son los productores primarios mds eficientes del Planeta y su

biomasa es una materia prima ideal para la biorrefineria (Rawat et al. 2013).

Desafortunadamente, la combinacidn de tecnologias necesarias para
implementar una biorefineria de microalgas se encuentra todavia en sus primeras
etapas de desarrollo (Rawat et al. 2013). Se tienen que mejorar varios aspectos del
proceso, como son una extraccion de lipidos mas suave para asegurar que se

mantienen las funcionalidades de los diferentes componentes celulares.



V. Reutilizaciéon y Escalado

Cosmeéticos .
Pigmentos u n
Nutracéuticos s
ENERGIA _ il
SOLAR iogas
Biomasa deslipilizada Fertilizantes é:,
@°.0

> Productos médicos
o0 o y

@@,

> . 0 ® Extraccion 4 \
° 0’ lipidica Producciénde

° O biodiésel

MICROALGAS Lipidos

Glicerol
co,

COMBUSTION

Figura 5.1: Esquema del ciclo de una biorrefineria a partir de biomasa microalgal. Adaptado de
Cheng y Wang (2013).

Son muchos y valiosos los bioproductos extraidos de la biomasa microalgal,
por lo que este enfoque de biorrefineria hace que el coste en la produccién de
biodiésel se reduzca, y sea viable su obtencidn a partir de microalgas (Rawat et al.

2013).
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

Después de determinar las condiciones éptimas para obtener biodiésel a
microescala, se estudié la estabilidad y reutilizaciéon de las mCLEAs de CALB.
Paralelamente, se inicié el escalado de la mezcla de reaccién desde 0,5 ml hasta

un volumen maximo de 500 ml.

2.1. Estabilidad y reutilizacion de las mCLEAs

Una de las principales ventajas de utilizar mCLEAs es su facil recuperacién de
la mezcla de reaccidn para ser reutilizadas en sucesivos ciclos cataliticos, lo que

permite una considerable reduccidén de costes.

2.1.1. Efecto de la agitacion en la actividad y estabilidad de
las mCLEAs

Inicialmente se estudié la estabilidad y reutilizacién de las mCLEAs con
agitaciéon mecanica. Para ello, se realizaron hasta 10 ciclos cataliticos consecutivos
(de 3 h a30°C) con una mezcla de incubacién que contenia 2 mg de mCLEAs con
500 umol de msFFAs y etanol como donador de grupos alquilo en una relacién

molar (alcohol:FFAs) 10:1 (Figura 5.2).

Se comprobd que la conversidn en biodiésel se mantuvo cerca del 80% durante

al menos 10 ciclos, aunque se aprecié una leve disminucidn en los dltimos ciclos.
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Figura 5.2: Conversién en biodiésel de los acidos grasos mayoritarios de las msFFAs. Las
incubaciones se realizaron a 30°C con agitacién mecanica durante 3 h, con 1%, (p/p) de mCLEAs y con
etanol como donador en una relacién molar (alcohol:FFAs) 10:1.

Por otra parte, se estudié el efecto que tenian los ultrasonidos sobre el
biocatalizador. Para ello, se incubaron 2 mg de mCLEAs con etanol y msFFAs en
una relacién molar (alcohol:FFAs) de 10:1, a 30°C con agitacién en un sonorreactor.
La preparacién se agité de forma continua a una potencia de 100 W y a una
amplitud del 100%. Se realizaron 10 ciclos cataliticos consecutivos de 30 min cada
uno. Tras cada ciclo se evalud la actividad esterasa de las mCLEAs midiendo la

hidrdlisis de p-nitrofenil acetato (p-NPA) (Cruz-lzquierdo et al. 2014) (Figura 5.3).

Se ha descrito que los ultrasonidos provocan la pérdida de actividad del enzima
y el descenso de la conversién en sucesivos ciclos cataliticos (Islam et al. 2014), al
inducir cambios conformacionales en la estructura secundaria del enzima (Zhang
etal. 2014). Ademas, en el caso de enzimas inmovilizados, los ultrasonidos pueden
afectar los enlaces entre el soporte y el enzima provocando su rotura (Waghmare

et al. 2015; Subhedar y Gogate 2016; Santin et al. 2017).
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Figura 5.3: Actividad esterasa de las mMCLEAS tras cada ciclo catalitico agitado por ultrasonidos.
Las incubaciones se realizaron a 30°C durante 30 min con 1%, (p/p) de mCLEAs y con etanol como
donador en una relacién molar (alcohol:FFAs) 10:1.

En este caso, las mCLEAs de CALB muestran gran estabilidad al ser sometidas
a ultrasonidos y parecen que no sufren pérdida de actividad ni de la capacidad
parala conversion en biodiésel durante al menos 10 ciclos cataliticos. Sin embargo,
en otros estudios con enzimas inmovilizados (Novozym 435® y Lipozyme TLIM)
se ha descrito que la actividad catalitica tras 7 ciclos se ve muy comprometida,

descendiendo casi un 90% en todos los casos (Waghmare et al. 2015; Subhedar y

Gogate 2016).

En general, tras 10 ciclos cataliticos no se aprecié un descenso significativo en
la actividad en ningun tipo de agitacion empleada, si bien con agitacion mecanica
se observé una ligera caida de conversidén en los Ultimos ciclos. Este pequefio
descenso se podria atribuir a la ausencia de un co-disolvente en la mezcla de
reaccion y, por tanto, a la excesiva concentracién de alcohol en la mezcla de

reaccién. El hecho de que la agitacién por ultrasonidos no muestre este efecto
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puede deberse a la brevedad de los ciclos (30 min), frente a las 3 h empleadas en

los ciclos agitados mecdnicamente.

2.1.2. Efecto del co-disolvente en la reutilizacion de

mCLEAs

Teniendo en cuenta las ventajas que implica el uso de t-butanol en la mezcla de
reaccion (descritas en el Capitulo IV de esta Memoria), se introdujo este
co-disolvente y se estudid la reutilizacion y estabilidad de las mCLEAs de CALB con

diferentes donadores de grupos alquilo.

Para ello, se incubaron 1% de mCLEAs (p/p) con 500 umol mcFFAs y etanol o
metanol en una relacién molar (alcohol:FFAs) 3:1, a 30°C durante 10 ciclos
cataliticos sucesivos de 3 h. A la mezcla de reaccién se afiadié t-butanol como
co-disolvente hasta alcanzar el volumen final de 0,5 ml y se agité mecdnicamente.
Antes de cada ciclo catalitico, las mCLEAs se recuperaron con un imany se lavaron

3 veces con t-butanol (Figura 5.4).

Con metanol o etanol se obtuvieron conversiones de biodiésel similares (del
80 al 90%) después de 10 ciclos cataliticos, manteniendo las mCLEAs su actividad
inicial después de 10 ciclos consecutivos con ambos donantes de alquilo. Se
concluyé que el co-disolvente t-butanol no afectaba negativamente a las mCLEAs
durante el tiempo empleado. Ademads, el uso del co-disolvente favorecié la
conversion total en biodiésel, manteniendose en torno al 100% la conversién

relativa.

Xiey Ma (2009; 2010) observaron una disminucién del 50% de actividad después
de 5 ciclos de catdlisis utilizando la lipasa de Thermomyces lanuginosus
inmovilizada en MNPs para producir biodiésel a alta temperatura (45-50°C).
Recientemente, Mehrasbi et al. (2017) observaron que la actividad retenida del

biocatalizador (CALB inmovilizada en particulas magnéticas) disminuia un 40%
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después de 10 ciclos consecutivos de reaccidn. Por otra parte, Rosset et al. (2013)
observaron una pérdida del 100% de actividad tras 6 ciclos de catdlisis, utilizando
la lipasa comercial inmovilizada Novozym 435® y metanol como donador de
grupos alquilo. En cambio, en nuestro caso la catdlisis con etanol mantuvo la

actividad de la lipasa durante al menos 10 ciclos.
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Figura 5.4: Conversién en biodiésel de acido linolénico de la mezcla mcFFAs en sucesivos ciclos.
Las incubaciones se realizaron a 30°C con agitacién mecéanica durante 3 h, con 1% (p/p) de mCLEAs y
con etanol o metanol como donador en una relacién molar (alcohol:FFAs) 3:1. Se empled t-butanol como
co-disolvente en la mezcla de reaccién y para lavar el biocatalizador antes de cada ciclo.

Estos datos confirman que las mCLEAs de CALB son un biocatalizador robusto
y estable, capaz de catalizar la sintesis de biodiésel a baja concentracién

enzimatica y en condiciones en las que otras lipasas inmovilizadas no son capaces.

2.1.3. Vida media de las mCLEAs

Se estimd la vida media de la actividad de las mCLEAs mediante el andlisis de la
conversidn total y la actividad inicial en sucesivos ciclos cataliticos, bien sea con
agitacion mecanica o con ultrasonidos, y empleando etanol o metanol como

donador alquilo.
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La mezcla de reaccién contenia 2 mg de mCLEAs (1%, p/p), msFFAs, etanol o
metanol en una relacién molar (alcohol:FFAs) 3:1 y t-butanol hasta alcanzar un
volumen final de 0,5 ml. La incubacién se realizé a 30°C con la agitacion
correspondiente, durando 3 h el ciclo con agitacién por ultrasonidos y 24 h con

agitacion mecanica (Figura 5.5).
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Figura 5.5: Conversion en biodiésel de la mezcla mcFFAs en sucesivos ciclos de reaccién segun la
agitacion y el alcohol empleado. Los ciclos se realizaron a 30°C con agitacién mecénica durante 24 h, o
con agitaciéon magnética durante 3 h. A: La mezcla de reaccion contenia 500 pmol msFFAs, metanol como
donador en una relacién molar (alcohol:FFAs) 3:1 y t-butanol hasta un volumen final de 0,5 ml. B: La
mezcla de reaccién contenia 500 umol msFFAs, etanol como donador en una relacion molar
(alcohol:FFAs) 3:1y t-butanol hasta un volumen final de 0,5 ml. Antes de cada ciclo catalitico, las mCLEAs
se recuperaron con un iman y se lavaron tres veces con t-butanol.
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Se observd que la conversidn total fue mayor, empleando metanol como
donador de grupos alquilo (90% de conversién) frente al etanol (80%), en ambas
agitaciones. La actividad inicial (Figura 5.6) fue mayor con agitacién por
ultrasonidos en los primeros ciclos. Sin embargo, debido a la progresiva
disminucidén de la actividad, al cabo de 30 ciclos Ia velocidad de reaccién con

agitacion mecanica fue muy superior a la obtenida con ultrasonidos.

Una vez mas, se comprobd la robustez del biocatalizador, y tras 50 ciclos
cataliticos de 24 h (un total de 1200 h), se comprueba la gran estabilidad de las
mCLEAs en la agitacion mecanica, ya sea con etanol o metanol como donador de

grupos alquilo.

Rosset et al. (2013) consiguieron mantener la actividad del enzima
(Novozym 435®) después de 10 ciclos cataliticos utilizando etanol como donador
de grupos. Cuando utilizaron metanol, la actividad descendid hasta ser nula en el
ciclo 10. Por otra parte, Ngo et al. (2013) consiguieron producir biodiésel utilizando
metanol, pero el biocatalizador mostrd los primeros signos de agotamiento tras

12 ciclos cataliticos.

Por otro lado, en las reacciones agitadas por ultrasonidos se aprecié una
reduccion de la conversidon de biodiésel a partir del ciclo 20, mostrando una
paulatina caida de actividad. Se observd la misma tendencia con ambos alcoholes,

si bien con etanol aparece 5 ciclos antes que con metanol.

Se ha calculado la vida media de las mCLEAs agitadas por ultrasonidos en
31 ciclos con metanol y en 27 ciclos con etanol. Estos datos son muy superiores a
los disponibles en la literatura en los que se ha conseguido, como madximo,
reutilizar el catalizador entre 5 y 8 ciclos empleando la preparacién comercial de
CALB inmovilizada (Novozym 435®) (Yu et al. 2010; Michelin et al. 2015; Waghmare

et al. 2015; Tavares et al. 2017).



V. Reutilizaciéon y Escalado

100
(A)
80
P
Inicial
z ——Ciclo 20
- 40 ——Ciclo 40
& K ——Ciclo 50
% 20
0
e
i)
'O 0 T T 1
5 0 1 2 3
5 100 .
g (B) T
=
5 a0
© T
il
60 T
Inicial
40 T‘ l ——Ciclo 30
20 —— ]
0 F ‘ . :
0 1 2 3
Tiempo (h)

Figura 5.6: Actividad inicial de las mCLEAs con metanol en sucesivos ciclos de reaccion. A: Ciclos
de reaccién con agitacién mecanica. B: Ciclos de reaccién con agitacion por ultrasonidos. Los ciclos se
realizaron a 30°C con agitacion mecéanica durante 24 h, o con agitaciéon magnética durante 3 h. La mezcla
de reaccién contenia msFFAs, metanol en una relacién molar (alcohol:FFAs) 3:1 y t-butanol hasta un
volumen final de 0,5 ml.

Para comprobar si la disminucidn de actividad se debia a la desnaturalizacion
del enzima o a la liberacién del mismo por rotura de los enlaces, se analizé la
composicién elemental de Nitrégeno (N), Carbono (C) e Hidrégeno (H) de las

mCLEAs tras 50 ciclos cataliticos, en el caso de la agitacidn mecanica, o tras 37

ciclos cataliticos en el caso de la agitacién por ultrasonidos (Figura 5.7).
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Figura 5.7: Analisis elemental (CNH) de las mCLEAs tras varios ciclos cataliticos. Las mCLEAs
habian sido utilizadas durante 50 ciclos en el caso de la agitacién mecéanica y durante 37 en la agitacion
por ultrasonidos.

Tras 50 ciclos de agitacion mecdnica se aprecié una pequefa pérdida de enzima
en las mCLEAs a juzgar por la disminucién del porcentaje de N que se muestra en
la Figura 5.7. Esto puede indicar que se ha liberado enzima por rotura de su unién.
A pesardelo anterior, las mCLEAs conservaron la mayoria del enzima inmovilizado

y, segun los datos de conversion, la lipasa se encontraba activa.

Las mCLEAs agitadas de forma mas enérgica, como es la agitacién por
ultrasonidos, mostraron una evidente disminucién en el contenido en N,
aproximandose este valor al de las MNPs-NH, sin lipasa inmovilizada. Estos datos
concuerdan con la falta de actividad que mostraron las mCLEAs en el dltimo ciclo

catalitico.

En conclusién, las mCLEAs de CALB son un biocatalizador muy robusto y capaz
de reutilizarse en sucesivos ciclos cataliticos. Las mCLEAs no manifiestan,
aparentemente, ninguna muestra significativa de agotamiento tras 50 ciclos, lo

que sugiere que su empleo se podria prolongar durante otros muchos mas ciclos.
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Estos resultados siguen la linea de los obtenidos por Li et al. (2006) quienes
empleando condiciones de reaccién semejantes a las empleadas en este trabajo
(metanol como donador de grupos alquilo y t-butanol en la mezcla de reaccién),
consiguieron realizar 200 ciclos de 12 horas (2400 h) sin apreciar ningin descenso
en la conversidn total. Estos resultados los obtuvieron empleando Novozym435®,
que es un biocatalizador menos resistente al metanol y a la agitacién que las

mMCLEAs (Chen et al. 2011a; Tavares et al. 2017).

Por ello, se puede concluir que las mCLEAs son un biocatalizador robusto capaz
de reutilizarse en numerosos ciclos, lo que conlleva una importante reduccién del
coste de produccidn del mismo. Este abaratamiento acaba repercutiendo en un
descenso en el coste de produccidn del biodiésel, haciendo que éste pueda llegar

a ser econdmicamente competitivo frente a los petrocombustibles tradicionales.

2.2. Escalado en la produccion de biodiésel

2.2.1. Escalado a 5 ml

Inicialmente, se estudié un primer escalado de 0,5 ml a 5 ml y se compard la
velocidad de reaccién empleando como sustrato las mezclas de acidos grasos
msFFAs y rsFFAs (Figura 5.8). La temperatura de reaccién se mantuvo mediante
contacto fisico de los tubos en los que discurria la reaccién, con una placa

calefactora del equipo Radleys.
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Figura 5.8: Seguimiento por TLC de la conversién de FFAs en biodiésel con agitacion magnética.
La mezcla de reaccién contenia msFFAs o mrFFAs, etanol en una relacién molar (alcohol:FFAs) 10:1 y sin
co-disolvente. La reaccién transcurri6 a 30°C durante 24 h con agitacion mecéanica o magnética.
Posteriormente, se analizaron muestras de la reaccién en placas de gel de silice, que se revelaron con
Azul de Coomassie.

2.2.1.1. Estudio de la agitacion

Tras comprobar que se obtenia una conversién en biodiésel parecida con
ambas mezclas de FFAs, se estudid el efecto de la agitacién con este volumen,
empleando agitaciéon mecanica o la agitacion magnética en un equipo Radleys
(Figura 5.9). La termostatizacién de la mezcla de reaccidn era diferente, ya que
con agitacién mecanica la temperatura se controlaba mediante una atmdsfera
atemperada, mientras que en las muestras agitadas magnéticamente la
temperatura se mantenia por contacto fisico en una placa calefactora del equipo

Radleys.

Se registr6 una mayor velocidad de reaccidn en las muestras agitadas
magnéticamente, si bien este resultado puede estar influido por la forma de

termostatizacién de la mezcla de reaccién. Con volimenes menores de 5 ml, la
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agitacion mecdnica permitia velocidades de conversién algo superiores a la

agitacion magnética.
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Figura 5.9: Efecto de la agitacion en la conversiéon de FFAs en biodiésel. La mezcla de reaccién
contenia msFFAs, etanol en una relacién molar (alcohol:FFAs) 10:1 y sin co-disolvente en un volumen de
5 ml. La incubacién se mantuvo a 30°C con agitacion magnética o mecanica.

2.2.1.2. Estudio de la cantidad de mCLEAs

Otro factor importante en la producciéon de biodiésel es la cantidad de
catalizador utilizado. Por ello, se emplearon diferentes cantidades de mCLEAs en
relacién ala cantidad de FFAs en la reaccidn de esterificacién, considerando como
peso del catalizador todo el complejo magnético, no solamente a la proteina
inmovilizada (Figura 5.10). Se ajustaron los factores de reaccién segtin se habian
optimizado para volimenes menores, como es la adicion de un co-disolvente en

la reaccién (t-butanol) y empleando metanol como donador de grupos alquilo.

Hasta ahora se habia utilizado una concentracion de biocatalizador de

1% (MCLEASs:FFAs, p/p), si bien para un escalado mayor se necesita reajustar este

valor.
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Figura 5.10: Efecto de la cantidad de biocatalizador en la conversion de FFAs en biodiésel. La
mezcla de reaccion contenia msFFAs, metanol en una relacion molar (alcohol:FFAs) 3:1 y t-butanol hasta
un volumen final de 5 ml. La incubacién se mantuvo a 30°C con agitacion magnética.

Al escalar la produccidn de biodiésel a 5 ml se comprobd que era excesiva la
concentracién de mCLEAs empleada hasta ahora (20 mg/sml, 1% p/p), pudiendo

reducirse a 16 mg/s ml (0,8% p/p).

La mayoria de los autores coinciden en que altos rendimientos de conversion
en la transesterificacion requieren también emplear una alta concentraccién de
enzima (Soler et al. 2016). Asi, Hernandez-Martin y Otero (2008) obtuvieron
rendimientos del 100% en la transesterificacion de aceites vegetales en 7 h de
reaccion con una concentracion enzimatica muy alta (50% biocatalizador:aceite,
p/p). Por su parte, Chang et al. (2005) obtuvieron en 12 h un rendimiento del 98%
usando también una cantidad de enzima elevada (42,3%, p/p). Sin embargo, con
las mCLEAs de CALB se obtiene en 5 h una alta conversién (>90%) con una cantidad

de enzima muy pequefia (0,8% p/p).
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2.2.2. Escalado a 50 ml

Se aumentd el escalado para obtener biodiésel empleando un volumen de
mezcla de reaccidn de 50 ml. Ante la gran cantidad de sustrato necesario, se
sustituyd la mezcla de FFAs por aceite de oliva, reajustando por consiguiente la

relacion molar (alcohol:aceite) que se fijé en 6:1.

Debido a que la termostatizacion de volimenes de 50 ml por la placa
calefactora del equipo Radlleys generaba un gradiente de temperatura en la
mezcla de reaccién, se empled un incubador orbital (Kuhner ISF1-X, Birsfelden,

Suiza) que mantenia la temperatura deseada.
2.2.2.1. Estudio de la cantidad de mCLEAs

Con el nuevo volumen, fue necesario reajustar la concentraciéon de
biocatalizador respecto al aceite de oliva. Para ello, se incubaron diferentes
concentraciones de mCLEAs con aceite de oliva, metanol en una relaciéon molar

(alcohol:aceite) 6:1y t-butanol hasta un volumen final de 50 ml.

La reaccidn transcurrié en una atmdsfera atemperada a 30°C en un incubador
orbital (Kuhner ISF1-X, Birsfelden, Suiza), agitandose la mezcla con unagitador

magnético. Las conversiones obtenidas se muestran en la Figura 5.11.

En el escalado de produccién de biodiésel a 50 ml se determind que la
concentracién éptima de mCLEAs en la reaccion era de 0,5% (mCLEAs:aceite, p/p)
ya que en un tiempo aceptable (48 h) se alcanzaba el maximo de conversién (90%),
si bien se decidié ahorrar al maximo el uso de biocatalizador y se empled en

futuras reacciones 0,2% (p/p).

La cantidad de enzima empleado en la reaccién es muy baja si se compara con
la empleada por otros autores (Tabla 5.1). Solo Mendes et al. (2011) utilizaron una
relacién igual (0,2%, p/p) pero a una temperatura mucho mayor (45°C). Al

comparar nuestros resultados con los de otros autores que emplean
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preparaciones de lipasa inmovilizada de forma parecida a la empleada en este
trabajo, Wang et al. (2009), Xie y Ma (2010), Rastian et al. (2016) y Mehrasbi et al.
(2017), se comprueba que nuestras condiciones experimentales son mas
ventajosas econémicamente: menor temperatura, menor relacién de alcohol y la

ya mencionada menor cantidad de enzima.
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Figura 5.11: Efecto de la cantidad de biocatalizador (p/p) en la conversién en biodiésel. La mezcla
de reaccién contenia aceite de oliva, metanol en una relacién molar (alcohol:aceite) 6:1 y t-butanol hasta
un volumen final de 50 ml.

2.2.2.2. Estudio de la agitacion

Se compard la agitacidn magnética con la orbital propia del incubador donde
se incubaron las reacciones (Figura 5.12). Para ello, se selecciond inicialmente una
velocidad orbital de 150 rpm, ya que el nivel de turbulencia de la mezcla se parecia

al observado con agitacion magnética.

En la Figura 5.12 se aprecia que los dos modos de agitacion muestran una
conversién semejante. Se decidié continuar con la agitacidon orbital por ser,

aparentemente, la menos agresiva para la integridad fisica del biocatalizador, ya
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que la agitacidon magnética podria dafiar las mCLEAs, disminuyendo el

rendimiento de la obtencién de biodiésel (Itabaiana Jr. et al. 2013).
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Figura 5.12: Efecto de la agitacion en la conversion de aceite en biodiésel. La mezcla de reaccién
contenia aceite de oliva, metanol en una relacion molar (alcohol:aceite) 6:1 y t-butanol hasta un volumen

final de 50 ml. La incubacién se mantuvo a 30°C con agitacion magnética u orbital (150 rpm) en un
incubador.

Posteriormente, se estudid la agitacidn orbital, desde un sistema poco agitado

(100 rpm) hasta uno con agitacién vigorosa (250 rpm) (Figura 5.13).

Se determind que a 150 rpm se obtenia una agitacién dptima para producir de
biodiésel a partir de aceite de oliva. Mayores velocidades orbitales no se traducian
en una mejor conversidn, observandose incluso un descenso a 200 rpm.
Velocidades de agitacion menores de 150 rpm eran incapaces de mezclar
adecuadamente los componentes de la mezcla de reaccidn, lo que se traducia en

una menor conversion.
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Figura 5.13: Efecto de la agitacion orbital en la conversion de aceite en biodiésel al cabo de 40 h.
La mezcla de reaccién contenia aceite de oliva, metanol en una relacion molar (alcohol:aceite) 6:1 y
t-butanol hasta un volumen de 50 ml. La incubacién se mantuvo a 30°C con agitacién orbital.

2.2.2.3. Efecto de la adicién de metanol

Se ha descrito repetidamente en bibliografia el efecto inibidor del metanol, por
lo que se evitéd que su concentracidn fuera elevada en la mezcla de reaccién.
Existen diferentes posibilidades para conseguir este fin, como son el uso de un

co-disolvente en la mezcla de reaccién o la adicién paulatina de metanol (Korman

etal. 2013).

En este trabajo se ha empleado t-butanol como co-disolvente, pero también se
estudid con detalle la adicidn paulatina de metanol para optimizar la reaccién.
Para ello, se afnadié metanol a una concentracion final de 6,9%, 13,7% y 20,65% (v/v),
a las 42 h de reaccién, y se sigui6 la evolucién de la conversion. Los resultados se

muestran en la Figura 5.14.

Tras la adicién de metanol a las 42 h de reaccién sélo se aprecié aumento de

conversién en la reaccién que se suplementé con un 6,9% (v/v). La adicién de
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mayores cantidades de metanol se tradujo en una parada de la conversidn,
probablemente por el efecto inhibitorio que ejerce el metanol sobre la lipasa y
sobre la agregacién de las mCLEAs (véase apartado “2.3.2.8 Efecto del alcohol

sobre las mCLEAs” del Capitulo IV de esta Memoria).
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Figura 5.14: Efecto de la adicion de metanol en la conversién en biodiésel. La mezcla de reaccién
contenia aceite de oliva, mCLEAs (0,2% p/p), inicialmente metanol en una relacién molar (alcohol:aceite)
6:1, y t-butanol hasta un volumen final de 50 ml. La incubacién se mantuvo a 30°C con agitacién orbital.
La adicién de metanol a las 42 h de reaccién es como sigue: En (A) Se afiade 6,9% (v/v) de metanol, en
(B) 13,7% (v/v) y en (C) 20,65% (v/v) de metanol. Control: Sin adicién de metanol.

Rodrigues et al. (2010) consiguieron aumentar la conversién en un 10%
mediante la adicién de etanol en dos pasos, mientras que Soler et al. (2016) no
apreciaron un aumento significativo en la conversidn total afiadiendo 1 mol de
metanol a la mezcla de reaccién cada 2 h. Esto sugiere que la reaccién no esta
solamente condicionada por la inhibicién o inactivacién enzimatica causada por
metanol. De hecho, algunos autores han sugerido que el glicerol, que es el
subproducto de la obtencidn de biodiésel, puede disminuir la actividad de la lipasa
al adherirse a la superficie de la misma (Dizge y Keskinler 2008; Hernandez-Martin

y Otero 2008).
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2.2.3. Escalado a 100 ml

Alavez que se realizd el escalado a 100 ml, se estudié con detalle el efecto que
el metanol ejerce sobre las mCLEAs en la reaccidn. También se estudid el efecto

sobre la velocidad enzimatica de la presencia de agua en la mezcla de reaccién.

2.2.3.1. Efecto del metanol en la reaccion

En primer lugar, se estudid el efecto del metanol sobre las mCLEAs. Para ello,
se incubd a 30°C, lotes de 40 mg de mCLEAs con diferentes diluciones de metanol
(0%, 5%, 10%,15%, 25%, 50%, 75%, 100%) en agua durante diferentes tiempos (0, 15 y
60 min y 24 h). Posteriormente, se retirdé la mezcla de metanol:agua y se inicid la
reaccién a 30°C con agitacion orbital y empleando aceite de olivay metanol en una
relacién molar (alcohol:aceite) 6:1, y t-butanol hasta un volumen final de 100 ml

(Figura 5.15).
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Figura 5.15: Velocidad inicial relativa de la conversion de aceite en biodiésel tras laincubacion de
las mCLEAs con metanol. La mezcla de reaccion contenia aceite de oliva, 0,2% (p/p) mCLEAs, metanol
en una relacién molar (alcohol:aceite) 6:1 y t-butanol hasta un volumen final de 100 ml. La incubacién
transcurrié a 30°C con agitacién en un incubador orbital (150 rpm) y con t-butanol.
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Los resultados de la Figura 5.15 muestran que la lipasa de las mCLEAs se inhibe

por alta concentracién de metanol a largo plazo. A tiempos cortos (15 min), las
mCLEAs mantienen su actividad hasta cuando se incuban con 15% (v/v) de metanol,
mientras que concentraciones mayores de alcohol se traducen en una fuerte caida

de hasta el 50% de la velocidad inicial.

Posteriormente, se estudid el porcentaje dptimo de metanol en la reaccidn.
Para ello, se afiadieron diferentes porcentajes de metanol (en detrimento del

t-butanol) desde 0% hasta 55% (v/v) en la mezcla de reaccién (Figura 5.16).
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Figura 5.16: Efecto del metanol en la velocidad inicial de la reaccion. La mezcla de reaccién contenia
aceite de oliva, metanol a diferentes porcentajes, 0,2% (p/p) MCLEAs y t-butanol en un volumen final de
100 ml. La incubacién se mantuvo a 30°C con agitacion orbital (150 rpm).

Como muestra la Figura 5.16, la reaccidon con mayor velocidad inicial es la que
transcurre con un porcentaje de metanol de 13,7% (v/v), que corresponde a una

relacion molar (alcohol:aceite) 6:1, es decir, la empleada hasta ahora. Mayores

porcentajes de metanol parecen inhibir el enzima.
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El efecto del metanol en la estabilidad de CALB se ha estudiado en detalle, ya
que se ha descrito que este alcohol se comporta como inhibidor competitivo de
lipasas libres (Shimada et al. 2002; Lam et al. 2010; Kulschewski et al. 2013). El
enzima se inactiva irreversiblemente cuando el alcohol excede su limite de
solubilidad en la mezcla de reaccién (Lépez et al. 2015), afectando a la produccidén

de biodiésel.

La caida de la velocidad inicial observada a alto porcentaje de metanol se debe
a un mecanismo complejo en el que acttan varios elementos (Fang et al. 2014).
Por un lado, el metanol tiene un evidente efecto inhibitorio sobre la lipasa y, por
otro lado, induce la formacién de agregados mayores de mCLEAs, lo que se
traduce en unaimportante reduccidn de la superficie de contacto enzima-sustrato
(véase apartado ““2.3.2.8. Efecto del alcohol sobre las mCLEAs” del Capitulo IV de

esta Memoria).
2.2.3.2. Estudio de la presencia de H20 en la reaccion

La cantidad de agua presente en la mezcla de reaccién afecta la integridad
estructural y a la flexibilidad del enzima. Las reacciones de transesterificacién en
medio organico transcuren en ambientes microacuosos (Shimada et al. 2002) para
que la lipasa mantenga su estructura tridimensional, ya que una excesiva
concentracién de agua puede inducir la hidrdlisis del aceite en lugar de su

transesterificacion.

Hay aceites que contienen pequefias cantidades de agua que hacen que se vea
dificultada la reaccién de esterificacién. Por ello, se decidid estudiar el efecto que
produce la presencia de agua afiadida en la reaccidn y analizar cémo afecta a la

conversion final de biodiésel y a la actividad de las mCLEAs.

Con este fin, se compardg la reaccién de transesterificacién en las condiciones

hasta ahora empleadas, con reacciones en las que la mezcla de reaccidn contenia
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diferentes porcentajes de agua (0,1%, 0,5%, 1%, 2% y 5%, p/p). También se incluyé
una reaccién control en la que se habia eliminado al maximo la humedad, al tratar

los disolventes con desecadores moleculares (Molecular Sieves) (Figura 5.17).
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Figura 5.17: Efecto del agua presente en la mezcla de reaccion, en la conversién de aceite en
biodiésel. La mezcla de reaccion contenia aceite de oliva, mCLEAs (0,2% p/p), metanol en una relacién
molar (alcohol:aceite) 6:1 y t-butanol hasta un volumen final de 50 ml. La incubacién se mantuvo a 30°C
con agitacion orbital (150 rpm).

En la Figura 5.17 se muestra que la conversidn de aceite de oliva en biodiésel
fue mayor en muestras que no contenian agua afiadida (0%), o que contenian agua
en proporcién muy pequefa (control y 0,1%). El rendimiento en la obtencién de

biodiésel fue mucho menor en las reacciones catalizadas en presencia de elevada

concentracién de agua (20,5% p/p).

En presencia de una concentracién pequefia de agua (0,1%, p/p) se aprecia una
mejora en la velocidad inicial, si bien la conversién final es similar a la de las
muestras sin agua afadida. Rastian et al. (2016) han obtenido resultados similares

empleando, en su caso, una proporcién de agua mayor, de en torno al 1-2% (p/p).
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2.2.4. Escalado a 500 ml

Se continud el escalado hasta un volumen de 500 mly se reajustaron diferentes

condiciones de reaccion, como la temperatura y la agitacion.

2.2.4.1. Estudio de la agitacién

Se compard la velocidad inicial de reaccidon a diferentes velocidades de

agitacién orbital, desde un sistema poco agitado (120 rpm) hasta un sistema con

agitacién vigorosa (200 rpm) (Figura 5.18).
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Figura 5.18: Efecto de la agitacién orbital en la velocidad inicial de conversién en biodiésel. La
mezcla de reaccién contenia aceite de oliva, metanol en una relacién molar (alcohol:aceite) 6:1, 0,2% (p/p)
mCLEAs y t-butanol hasta un volumen final de 500 ml. La incubaciéon se mantuvo a 30°C con agitacion

orbital.

Se determind que a una velocidad orbital de 200 rpm se obtenia una mezcla

6ptima de los componentes de la reaccién para producir biodiésel en un volumen

de 500 ml.



@ V. Reutilizaciéon y Escalado

2.2.4.2. Estudio de la temperatura 6ptima

Finalmente, se determind la temperatura dptima comparando la conversidén en

biodiésel a dos temperaturas, 30°Cy 40°C (Figura 5.19).

No se emplearon temperaturas superiores a 40°C ya que, en trabajos
anteriores realizados en el Grupo (Cruz-lzquierdo et al. 2014), se sabia que
incubaciones a temperaturas superiores a 40°C afectaban a la actividad del

enzima, impidiendo la posible reutilizacién del biocatalizador.
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Figura 5.19: Efecto de la temperatura en la conversién de aceite en biodiésel. La mezcla de reaccién
contenia aceite de oliva, 0,2% (p/p) de mMCLEAs, metanol en una relacion molar (alcohol:aceite) 6:1 y
t-butanol hasta un volumen final de 500 ml. La incubacién se mantuvo a 30°C y 40°C con agitacion orbital
(200 rpm).

Se comprobd que a 40°C se consiguid una mayor conversién en las primeras
horas de reaccidn, obteniéndose valores cercanos al 90% de conversidon en apenas
100 h, frente a las mas de 150 h necesarias a 30°C. Sin embargo, al cabo de 250 h

de incubacién ya se obtuvieron conversiones parecidas (>95%) en ambas

temperaturas.
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Ademas, segun aparece en la bibliografia (Tabla 5.1), son pocos los trabajos que
realizan la conversién en biodiésel a una temperatura tan baja como la empleada

en este trabajo (30°C), situdndose la temperatura media en torno a 40°C 6 50°C.
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a necesidad de encontrar una alternativa adecuada a los combustibles
derivados del petrdleo, conlleva una intensa investigacidon para
encontrar nuevas materias primas para producirlo. Un prometedor
candidato puede ser el biodiésel, obtenido a partir de fuentes renovables y

sostenibles, como son el aceite de plantas oleaginosas o de microalgas.

En este trabajo se ha obtenido biodiésel, catalizado por mCLEAs de CALB, a
partir de lipidos (aceites y FFAs) extraidos de biomasa de las microalgas Chlorella
vulgaris var L3 y Scenedesmus sp. Este biocatalizador magnético se ha obtenido al
entrecruzar con glutaraldehido agregados de la lipasa B de Candida antarctica

(CALB) con nanoparticulas magnéticas (MNPs) funcionalizadas con grupos -NH..

El biocatalizador magnético obtenido presenta un tamafio medio de particula
en torno a 300 nmy mantiene el superparamagnetismo de las MNPs de magnetita
(de 10 nm de didmetro) que lo integran. Por esto, las mCLEAs son faciles de
recuperar de la mezcla de reaccidn utilizando un iman, permitiendo su
reutilizacién en sucesivas reacciones. Esta caracteristica es de suma importancia,

ya que supone una reduccidn del coste econdmico de la produccién de biodiésel.

El biodiésel es un derivado del aceite que es renovable y biodegradable.

Ademds, su combustién no supone un aumento neto de los niveles atmosféricos

213



VI. Discusion General

de CO, (Fukuda et al. 2001). Aunque se puede obtener biodiésel de plantas
oleaginosas, el uso de esta materia prima implica problemas sociales y
medioambientales. Por ejemplo, la produccién de aceite de palma (uno de los mas
empleados actualmente), supone la deforestacidn de vastas areas de bosques

naturales que causan dafios irreparables en la biodiversidad de los ecosistemas.

Ademads, existe cierto debate sobre si la utilizacién de plantas oleaginosas,
como la palma, conlleva una reduccidn real en las emisiones de gases de efecto
invernadero (Rawat et al. 2013). Incluso se duda si el equilibrio energético es
positivo, ya que se estima que solo la mitad de la energia empleada en el proceso

acaba en biodiésel (Scott et al. 2010).

En cambio, la utilizacién de microalgas para producir biodiésel podria solventar
estos problemas. Asimismo, las microalgas tienen tasas de crecimiento rapidas y
tiempos de generacidn cortos que permiten varias cosechas a lo largo del afio.
Ademds, las microalgas tienen mayores rendimientos y productividad de lipidos
que las plantas, pudiendo éstos ser de reserva y con un alto nivel de saturacién,

siendo una materia prima adecuada (Rawat et al. 2013).

También se puede modificar y aumentar la cantidad de lipidos en la biomasa
microalgal mediante el uso ingenieria genética o cultivando las células bajo
determinadas condiciones nutricionales. Asi, al someter a deficiencia nitrogenada
cultivos de C. vulgaris y Scenedesmus sp. no sélo se aumenta el contenido lipidico
de la biomasa microalgal, sino que también origina un aumento en la proporcién
de dcidos grasos saturados y monoinsaturados, en detrimento de los
polinsaturados (PUFAs), pudiendo obtenerse al final un biodiésel de mayor

calidad (Rawat et al. 2013; Ikaran et al. 2015; Picé et al. 2017).

La viabilidad econdmica de la produccidn de biodiésel a partir de biomasa
microalgal depende principalmente de la energia empleada en el cosechado de la

biomasa y en la extraccién de los lipidos (Kim et al. 2013a). Uno de los principales
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problemas es la dificultad en extraer lipidos saponificables (que puedan
convertirse en biodiésel), sin extraer los estructurales insaponificables. Por lo
tanto, encontrar el método mas eficiente y las condiciones éptimas para extraer
los lipidos microalgales son cuestiones importantes para reducir los costes en la

producciéon de biodiésel (Mubarak et al. 2015).

La saponificacion directa de aceites parece un proceso adecuado de
extraccién, ya que proporcionan buen rendimiento, y extrae FFAs incluso de
lipidos insaponificables. Ademds, este método supone una importante reduccion
del coste energético, ya que evita el secado de la biomasa microalgal. Asimismo,
con la saponificacion se logra una facil separacién y recuperacién de la fraccién
saponificable, obteniéndose muestras mas puras de la biomasa deslipilizada de la

que todavia se puede conseguir otros bioproductos (Picé et al. 2017).

Después de obtener y caracterizar el biocatalizador magnético, asi como de
cultivar y extraer los lipidos de la biomasa microalgal, se evalud la obtencidn de

biodiésel mediante catdlisis enzimatica y quimica (acida).

Las mCLEAs son capaces de catalizar la transesterificacion de aceites,
independientemente del proceso de extraccidn que se haya usado, de su
viscosidad o de la presencia de lipidos no saponificables, como fosfolipidos,
aunque la conversidn en biodiésel es muy diferente entre los aceites empleados.
Los mejores resultados se han obtenido de biomasa extraida de Scenedesmus sp.
por saponificacidon, ya que la preparacion lipidica es mas pura, no contiene trazas
de disolventes que puedan inhibir a la lipasa, y no contiene fosfolipidos que, segun

Watanabe et al. (2002), afectan a la actividad enzimatica.

Para hacer econémicamente viable la obtencién de biodiésel a partir de
microalgas se ha de optimizar todas las etapas de su produccion. Por ello, en este

trabajo se estudiaron y optimizaron diferentes factores de la reaccién, como son:
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. Temperatura

[I.  Modo de agitacién

[ll.  Tipo de donador de grupos alquilo y proporcién del mismo
IV. Uso de un co-disolvente en la mezcla de reaccién

V. Cantidad de agua presente

VI. Cantidad de biocatalizador empleado

VII. Reutilizacién del biocatalizador

VIIl. Escalado desde 0,5 ml hasta 500 ml de la mezcla de reaccidn

La temperatura dptima de reaccidn se sitia entre 30 y 40°C, ya que a
temperatura mayor no se incrementa significativamente la conversién de
biodiésel. Ademads, estudios previos (Cruz-lzquierdo et al. 2014), han demostrado
que la incubacién a temperatura mayor de 50°C provoca la pérdida de actividad

del biocatalizador en sucesivos ciclos cataliticos.

Otro de los factores estudiados con detalle es la agitacion de la mezcla de
reaccion. Con ultrasonidos se obtiene una velocidad de reaccién muy superior ala
medida con agitacion mecanica o magnética. Si bien se ha descrito que los
ultrasonidos acaban dafiando la estructura secundaria del enzima, lo que provoca
su inactivacion (Michelin et al. 2015; Waghmare et al. 2015; Tavares et al. 2017).
Aunque los ultrasonidos a largo plazo afectan la estructura y agregacion de las
mCLEAs, se ha conseguido que las mCLEAs mantengan su actividad durante al
menos 20 ciclos cataliticos, lo que supera a los 5 ciclos obtenidos por Waghmare
et al. (2015), y por Tavares et al. (2017). Se ha demostrado que la pérdida de
actividad de las mCLEAs se debe, probablemente, a la liberacién de lipasa de los
agregados entrecruzados. Para minimizar la liberacién del enzimay conseguir alto
rendimiento de conversidn en biodiésel, se puede ultrasonar las mCLEAs durante

el primer minuto de reaccidn. Con esto se consigue dispersar el biocatalizador en
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la mezcla de reaccién, aumentando la relacién superficie-volumen de las mCLEAs,

y en consecuencia la conversién en biodiésel.

Otro de los factores estudiados para optimizar lareaccidn es el tipo de donador
de grupos alquilo, asi como su relacién molar en la mezcla de reaccién. En
reacciones de transesterificacion (con ausencia de co-disolvente en la mezcla),
una reaccién molar elevada con alcoholes primarios resultaba en una menor
conversion en biodiésel. En cambio, en reacciones de esterificacidon se obtiene un
mejor rendimiento con alcoholes primarios que con el secundario 2-propanol, si

bien, a lo largo de sucesivos ciclos cataliticos, los primarios inactivan el enzima.

Es bien conocido el efecto negativo que sobre la actividad de la lipasa ejercen
los alcoholes primarios a elevada concentracién (Shimada et al. 1999; Chen y Wu
2003). Por ello, una estrategia comun para proteger al enzima asi como para
mejorar la solubilidad entre triglicéridos y alcoholes, es la adicién a la mezcla de
reaccion de disolventes organicos (Lotti et al. 2015). El uso de un co-disolvente
organico supone un mayor coste, tanto por su uso como por la necesidad de
utilizar métodos mds costosos para extraer el biodiésel final (Sankaran et al. 2016).
Sin embargo, se puede rentabilizar el empleo de co-disolventes porque su uso

aumenta el rendimiento en la obtencidn de biodiésel.

Las mCLEAs de CALB son un biocatalizador robusto que mantiene su actividad
en presencia de diversos disolventes organicos apolares. Sin embargo, su
actividad se ve afectada con disolventes polares, como DMSO o acetato de etilo,
que secuestran el agua de solvatacién del enzima y provocan la pérdida de su
actividad. Sin embargo, el t-butanol presenta las mejores caracteristicas para ser
empleado como co-disolvente en la mezcla de reaccién, ya que favorece un alto
rendimiento de transesterificacion, al reducir la viscosidad del aceite y disolver el

glicerol. Por esta razdn, este alcohol terciario se emplea con frecuencia en la
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producciéon de biodiésel (Li et al. 2006; Lai et al. 2012; Rastian et al. 2016; Mehrasbi

etal. 2017).

Posteriormente, se estudid el efecto del metanol en la reaccidn, esta vez ya
utilizando t-butanol como co-disolvente en Ila mezcla de reaccidn,
comprobdndose que la relacién molar (alcohol:aceite) éptima es 6:1, que
corresponde a un 13,7% (v/v). La caida de velocidad inicial observada a alta
concentracién de metanol se debe a un mecanismo complejo en el que acttan
varios elementos. Por un lado, el metanol es un inhibidor del enzima, y por otro
induce la formacién de agregados mayores de mCLEAs, que se traduce en una

reduccidn significativa de la superficie de contacto enzima-sustrato.

También se estudid el efecto de la presencia de agua en la mezcla de reaccién.
Con una pequefa concentraciéon de agua (0,1%, p/p) se obtiene una mayor
velocidad inicial, si bien la conversidn final en biodiésel es similar a la de muestras
sin agua afadida. Rastian et al. (2016) han obtenido similares resultados pero

empleando una mayor proporcién de agua, en torno al 1-2% (p/p).

En cuanto a la cantidad de enzima utilizada en la reaccién, ésta se disminuyd
de un 1% hasta un 0,2% (p/p, biocatalizador/aceite). La cantidad de enzima
empleado en este trabajo es muy baja, si se compara con la usada por otros
autores. S6lo Mendes et al. (2011) utilizan una relacién igual (0,2% p/p) pero a una
temperatura de reaccién mucho mayor (45°C). En resumen, si se compara los
resultados obtenidos con preparaciones de lipasa inmovilizada de forma parecida
a la aqui empleada [Wang et al. (2009), Xie y Ma (2010), Rastian et al. (2016) y
Mehrasbi et al. (2017)], se comprueba que nuestras condiciones son mucho mas
ventajosas econdmicamente, ya que se emplean menor temperatura, menor
relacion de alcohol y, la ya mencionada, menor cantidad de enzima. Ademas, en

estas condiciones las mCLEAs, se pueden reutilizar durante al menos 50 ciclos
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cataliticos (un total de 1200 h) sin que se aprecie ningun descenso significativo en

la conversion en biodiésel.

Por ello, se puede concluir que las mCLEAs de CALB son un robusto
biocatalizador capaz de ser reutilizado en numerosos ciclos cataliticos
consecutivos, lo que supone unaimportante reduccién del coste de su obtencién.
Este abaratamiento del biocatalizador, repercute en un menor coste en la
produccidon del biodiésel, haciendo que este biocombustible pueda llegar a ser

econdmicamente competitivo frente a los petrocombustibles tradicionales.

Como ya se ha detallado, es muy parecida la conversién en biodiésel obtenida
por catdlisis quimica (acida) y enzimdtica, a pesar que son muy diferentes las
condiciones utilizadas en ambos casos. Asi, la catélisis acida se realiza a 100°C
durante 1 h, mientras que la enzimatica es a 30°C durante 3 h. Igualmente, el

biocatalizador magnético permite:

I. Sufdcil recuperacién de la mezcla de reaccién para reutilizarse durante

mas ciclos cataliticos
Il.  Condiciones de reaccidon mdas econdmicamente ventajosas

Ill. Usar disolventes mas respetuosos con el medio ambiente

Como resumen final, en la Tabla 6.1 se sintetiza las mejores condiciones
determinadas en este trabajo para obtener biodiésel enzimaticamente a partir de

lipidos de microalgas.
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Tabla 6.1: Resumen de las condiciones 6ptimas para la obtencién de biodiésel a partir de biomasa
microalgal.

Sometido a deficiencia nitrogenada

Acidos grasos

30-40°C

t-Butanol

0,2% (biocatalizador:aceite, p/p)
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e los resultados obtenidos en este trabajo se pueden extraer, entre

otras, las siguientes conclusiones:

I.  Lainmovilizacién covalente por entrecruzado de agregados de CALB a
MNPs permite obtener un biocatalizador magnético, robusto y

estable.

a. Las mCLEAs son facilmente recuperables de la mezcla de
reaccidon con ayuda de un imdn, y mantienen sus propiedades

superparamagnéticas.

II.  Lascondiciones dereaccién empleadas en este trabajo son mucho mas
ventajosas econdmicamente que las de otros trabajos similares. Esto
es, menor temperatura, menor relacién de alcohol y menor cantidad

de enzima.

a. La temperatura, agitacion y cantidad de biocatalizador
empleado son los factores que mas influyen en la conversién

de biodiésel.
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La ultrasonacién de las mCLEAs durante 1 min dispersa el
biocatalizador en la mezcla de reaccidn mejorando el

rendimiento de conversion.

El metanol inhibe la actividad de la lipasa, y provoca la
agregacién de las mCLEAs, disminuyendo su superficie de

contacto con el sustrato.

La adicién en la mezcla de reaccién de un co-disolvente, como
t-butanol, permite mayor conversion al evitar la inhibicién de la
lipasa por el alcohol y aumentar la solubilidad entre los TAGs y

el alcohol.

Una concentracién de agua mayor que 0,1% (p/p) en la mezcla

de reaccién, reduce la velocidad inicial de conversidn.

Un 0,2% (p/p, biocatalizador:aceite) es una relacién adecuada

para obtener alta conversidn en un tiempo aceptable.

1. Las mCLEAs de CALB catalizan eficazmente la conversidon en biodiésel

de los lipidos extraidos de la biomasa microalgal. Ademas:

a.

El biocatalizador puede transesterificar  aceites,
independientemente de cdmo se hayan extraido, de su

viscosidad o de la presencia de lipidos insaponificables.

La reutilizacion del biocatalizador durante al menos 50 ciclos
cataliticos, sin aparente pérdida de actividad y con alta
conversién en biodiésel (>90%), confirma la robustez y

estabilidad de las mCLEAs de CALB.

Al cabo de 20 ciclos cataliticos agitados por ultrasonidos se
observa menor conversién debido a que se libera lipasa del

biocatalizador magnético.
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d. Aunque la catalisis acida y enzimdtica proporcionan parecida
conversion de biodiésel, si se reutiliza el biocatalizador los
costes se reducen en gran medida. Ademas, la catalisis
enzimatica permite utilizar disolventes menos agresivos con el
medio ambiente, empleando condiciones de reaccién mas
ventajosas econdmicamente, ya que transcurre a 30°C durante

3 hfrente alos 100°C en 1 h necesarios en la catalisis quimica.
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INTRODUCTION

Manobiocatalysis, as the synergistic combination of nanatechnology and biccatalysis, is
rapidly emerging as a new frontier of biotechnology. The use of immaobilized enzymes
in industrial applications often presents adventages over their scluble coumterparts,
mainky in view of stability, rewsability and simpler operational processing. Because of
their singular propertes, such as biocompatibility, large and modifiable surface and easy
recoVery, iron oxide magnetic nanoparticles (MNPs) are attractive Superparamagnetc
materials that serve as a support for enzyme immobilizaton and facilitate separations by
applying an external magnatic field. Cross-inked enzyme aggregates |{CLEAs) hawe several
benefits in the context of industrial applications since they can be cheaply and easily
prapared from wnpurified enzyrme extracts and show improved storage and operational
stability against densturation by heat and organic soblvents. In this work, by using the
afcrementioned advantages of MNPs of magnetite and CLEAs, we prepared two robust
magnetically-separable types of nanobiocatalysts by binding either soluble enzyme onto
the surface of MNPs functionalized with ameno groups of by cross-lmking aggregates of
enzyma among them and to MNPs 1o obtain magnetic CLEAs. For this purpose the lipase
B of Canaida antarchica (CALB) was used, The hydrolytic and biosymhetic activities of the
resulting magnetic nanchiocatalysts were assessed in aqueous and organic media, Thus,
the hydrolysis of triglycenides and the transesterification reactions to synthesize biodiesel
and biosurfactants were studied using magnetic CLEAs of CALE. The efficiency and easy
performance of this magnetic biccatalysis validates this proof of concept and sets the
basis for the apphcaton of magnetic CLEAs at industrial scala.

Keywordic megnetic nanoparticles (MNPs), magnatic cross-Bnked entyms bggregates |mCLEAR), bicdisssl,
EuCTOs

its recovery and reutilization. These drawhbacks can generally be

The use of nancbioctalysts, with the combination of nanotech-
mology and biocatalysis, is considered as an exciting and rapidly
emerging area, Thus, nanobiocatalysis, as o new frontier of
biotechnalogy, is a new innovative sub-field of biocatalyses which
explores more advanced materials as enzyme carriers as well as
provides robuwst nanostructured materials with propertics tailored
1o their applications as engyme scaffolds {Xin et al, 2010,

Ome of the great challenges that the indusiries face nowadays
is the transition to greener and more sustainable manufscturing
processes that minimize, or preferably avoid, the generation of
waste and the uwse of woxic andfor hazardous materials, Biocatalysis
has many benefits 1o offer in this respect, since enzymatic pro-
cesses generate less waste than conventional synthetic routes, are
mare energy efficient, and provide products in higher purity
{Sheldon, 2011).

Enzymes are versaiile nanoscale biocatalysis which can be used
in many areas of application, ineluding indusirial biocatalysss and
hioremediation, However, the use of enzymes in soluble form is
aften hampered by their price, instability and the difficulty in

vy Frontiorsin o

avercome by immobilizing the enzyme to solid supports, since the
immaobilized biocatalyst shows improved storage and operational
stability {e.g.. toward denaturation by heat or organic solvents
or by autolysis) and it can be easily separated from the prod-
ucts in the reaction mixture and reused. Moreover, reutilization of
enzyme in consecutive catalytic cycles significantly decreases the
coits of the biocatalyst which otherwise would not have been eco-
nomically viable using the free enzyme (Sheldon, 2011; Sheldon
and van Pelt, 2013).

Recent advances in nanotechnology provide a range of more
diverse nancmaterials and the approach to immaobilize enaymes
on these nanosupports has grown in popularity in recent years.
At the present time, the use of iron oxide magnetic nanopart-
cles (MNPs) as enzyme immobilization carriers, has drawn great
amtention because of their unique properties, such as control-
Lable particle size, large surface arca, meodifiable surface, and
easy recovery by applying a magnetic field which allows its reuse
for successive catalytic cycles (Johnson et al., 2011; Liese and
Hilterhaus, 2013; Yerma <t al,, 2013; Kopp et al,, 2004},
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Enzyme immobilization on magnetic supports was first
reported by Matsunaga and Kamiya (1987) who used magnetic
particles isolated from magnetotactic bacteria. Later Dyal et al.
(2003) reported magnetic (maghemite) particles for the
immobilization of Candida rugosa lipase. Further progress in
the use of magnetic materials for enzyme immobilization has
been dependent on developments in MNP synthesis/handling
and control over magnetic properties (Yiu and Keane, 2012).

Magnetic nanomaterials greatly facilitate separation, allowing
the use of a magnet to quickly and efficiently remove the immo-
bilized enzyme from the product (Safarik and Safarikova, 2009;
Ren et al., 2011). This allows greater reusability and preservation
of stability of the attached enzyme as compared to conventional
matrices, where centrifugation/filtration is the only option to sep-
arate the enzyme from the product. Such operations might lead to
enzyme leaching/instability due to mechanical shear while mixing
the pellet with the appropriate buffer to begin a new reaction (Yiu
and Keane, 2012). The low process costs of magnetic nanocarri-
ers have therefore shown them to be an interesting and economic
option (Verma et al., 2013).

In the past couple of decades, cross-linked enzyme aggregates
(CLEAs) have emerged as a novel and versatile carrier-free immo-
bilization technique (Cao et al., 2000; Sheldon, 2011). Moreover,
the use of CLEAs p several ad g d to the
free enzyme, since they are more stable with temperature and
show good reusability, retaining a high percentage of their initial
activity after several cycles. The preparation of CLEAs involves
the precipitation of the enzyme (that does not need to be pure)
and subsequent chemical cross-linking of the resulting protein
aggregates with glutaraldehyde. This bi-functional reagent is gen-
erally the cross-linker of choice as it is inexpensive and read-
ily available in commercial quantities (Sheldon and van Pelt,
2013).

Despite the advantages of CLEAs, the number of enzymes
immobilized by this technology is limited, mainly due to the low
Lys residue contents in the external surface of some enzymes
(Sheldon, 2007), and the increased size (clumping) of CLEAs
clusters due to separation of CLEAs from reaction mixture by cen-
trifugation or filtration (Montoro-Garcia et al,, 2010; Wang et al.,
2011). The latter limitation can be overcome if the CLEAs are
magnetically-separable and their recovery can be easily achieved
using a magnet instead of using centrifugation or filtration meth-
ods which inevitably lead to clumping of CLEAs. mCLEAs of
a-amylase from Bacillus sp. (Talckar et al., 2012) and lipase
from Aspergillus niger (Tudorache et al., 2013) were successfully
prepared and used to hydrolyze starch and to obtain glycerol
carbonate, respectively.

Biodiesel is as a mixture of fatty acid alkyl esters (FAAEs)
which can be produced by transesterification of oils or by ester-
ification of free fatty acids (FFAs) catalyzed either chemically
or enzymatically using a lipase. Chemically-catalyzed produc-
tion of biodiesel is industrially acceptable for its high conver-
sion and reaction rates. However, downstream processing costs,
envi | d with biodiesel production and
byproducts recovery have led to the search for alternative more
eco-friendly production methods (Bisen et al., 2010). Thus,
1s

p diated biodiesel prod presents more advantages

issues

over the chemical method since it is eco-friendly, chemically
selective and requires lower temperatures (Verma et al., 2013).

Sugar fatty acid esters (SFAEs), synthesized from renewable
resources, have broad applications in detergent, food and cos-
metic industries (van Kempen et al,, 2013). Moreover, these
biodegradable biosurfactants present antitumor, antimicrobial
and insecticidal properties. SFAEs can be synthesized by chemi-
cal methods, although these reactions must be performed at high
temperature and pressure in alkaline media and result in poor
selectivity and colored side-products (Huang et al., 2010; Gumel
et al,, 2011; van den Broeck and Boeriu, 2013). SFAEs were also
enzymatically synthesized using immobilized lipase and obtain-
ing high production yields (Ferrer et al., 2002), with recovery of
the granulated enzyme by decantation.

In this work, by using the aforementioned advantages of
MNPs of magnetite and those of CLEAs, we prepared two
robust magnetically-separable types of i lysts by bind-
ing either the soluble lipase B of Candida antarctica (CALB)
onto the surface of MNPs functionalized with -NH; groups
(MNP-CALB) or by cross-linking with glutaraldehyde aggregates
of enzymes among themselves and to MNPs to obtain magnetic
CLEAs (mCLEA-CALB). Both biocatalysts were used to obtain:
(i) fatty acid ethyl and propyl esters (biodiesel) by esterification
of FFAs and transesterification of non-edible vegetable oils; (ii)
sucrose monopalmitate (biosurfactant) from sucrose and vinyl,
ethyl and methyl palmitate. The rapid magnetic recovery of the
biocatalysts, their stability and the simple reaction media are
loited to establish an enzymatic process which could be casily
transferable to industrial scale.

MATERIALS AND METHODS

MATERIALS

3-Aminopropyltriethoxysilane (APTS), NaBHy, FeCl;, FeCls,
dimethylsulfoxide (DMSO), 2-methyl-2-propanol (2M2P),
p-nitrophenyl acetate (pNPA), 4 A molecular sieves and Triton
X-100 were purchased form Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA).
Coomassie Blue (PhastGel™ Blue R) was obtained from GE
Healthcare (Uppsala, Sweden). Vinyl, methyl and ethyl palmitate
and FFAs were purchased from TCI Chemicals (Portland,
OR, USA). Non-edible vegetable oils (unrefined soybean, jat-
ropha and cameline) were obtained from Bunge Ibérica, S.A.
(Zierbena, Spain), Jatropha Hispania, S.L. (Toledo, Spain),
and Camelina Company (Madrid, Spain), respectively. Olive
oil used as a control was purchased from Carbonell (Madrid,
Spain). All other chemicals were supplied by Merck (Darmstadt,
Germany).

ENZYME

Lipozyme® CALB L, lipase B of C. antarctica (CALB, EC 3.1.1.3,
19.1 U/mg protein; 7.50 mg protein/ml) was kindly provided by
Novozymes (Bagsvaerd, Denmark).

SYNTHESIS AND FUNCTIONALIZATION OF MAGNETIC
NANOPARTICLES (MNPs)

MNPs of magnetite (Fe3O4) were synthesized by coprecipitation
of iron salts in alkaline medium following the method described
by Cruz-lTzquierdo et al. (2012). Briefly, an aqueous solution
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containing 0.36 M FeCl, and 0.72M FeCl; was pumped to 1 M
NH;OH solution under continuous mechanic stirring at room
temperature. The obtained black p was sep d from
the liquid phase using a magnetic field, and then magnetically
washed with water and PBS buffer (100 mM sodium phosphate,
150 mM NaCl, pH 7.4). In order to functionalize the resulting
MNPs with ~-NH, groups, MNPs were incubated with APTS,
washed with PBS and maintained at 4°C until use.

PREPARATION OF IMMOBILIZED ENZYMES ON MNPs

MNP-NH; (20 mg dry weight) was functionalized with aldehyde
groups by incubation with 250 mM glutaraldehyde for 4h in a
final volume of 10 ml (phosphate buffer solution 100 mM, pH
7.4). The protein (50 jug/mg MNPs) was added to the mixture,
which was maintained overnight at 4°C. After the immobiliza-
tion, the MNP-enzyme was washed with 2 M NaCl and 1% Triton
X-100 (v/v) in order to remove ionic and hydrophobic interac-
tions, respectively. Finally, the enzyme was washed with buffer
and maintained at 4°C.

PREPARATION OF MAGNETIC CLEAs

mCLEAs of CALB (mCLEA-CALB) were prepared following
the methodology proposed by Cruz-lzquierdo et al. (2012).
MNP-NH, was incubated with the corresponding enzyme to
obtain 25-100 g CALB/mg MNP-NH, in the presence of
100 mmol ammonium sulfate/mg protein. After 10 min, a solu-
tion of glutaraldehyde was added to reach a final concentration of
12.5mM and the suspension was maintained for 5 h in agitation.
mCLEAs were then washed with 2 M NaCl, 1% (v/v) Triton X-100
and 200 mM bicarbonate buffer, pH 9.0.

CHARACTERIZATION OF MNPs AND IMMOBILIZED ENZYMES
Elemental analysis was performed using a Euro EA Elemental
Analyzer CHNS (EuroVector, Milan, Ttaly) with quantification
limit of 0.1%. The particle size and morphology of MNPs was
determined by transmission electron microscopy (TEM, JEOL
1010, Peabody, MA, USA). The magnetic characteristics were
measured using different devices: for the calculation of mag-
netic saturation (M) 2K hysteresis loops were performed using
a vibrating sample magnetometer (VSM) in a superconduct-
ing magnet (14 T) cooled by a closed circuit of He (CFMS,
Cryogenic Ltd., London, UK). To calculate coercivity (FI.) and
T (M,) an elect: was used at room tempera-
ture and moderate fields (0.9 T). The size distribution of magnetic
particles was calculated from the magnetization data according to
Langevin’s djusted for acting superparamag-
netic model. MNPs dry weight and concentration were analyzed
using a vacuum concentrator (Savant SpeedVac concentrator,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

ENZYMATIC ACTIVITY MEASUREMENTS

Esterase activity of CALB

The activity of soluble and immobilized CALB was assayed with
PNPA as substrate according to Gao et al. (2004) with minor
modifications. Specifically, soluble or immobilized lipase (1-2 jug
protein) was added to a reaction mixture which contained 10 pul of
PNPA (100 mM in DMSO) in 980 1l of PBS. The reaction mixture
was maintained for 15 min at room temperature with rotational

mixing at 30 rpm (Intelli-Mixer RM-2, Elmi Ltd., Riga, Latvia).
Samples were withdrawn every 5min (in the case of immobi-
lized lipase the magnetic biocatalysts were separated from the
liquid phase using a magnet) and the appearance of p-nitrophenol
(pNP) was measured spectrophotometrically (Beckman Coulter
DU 800, Brea, CA, USA) at 405 nm (gpxp = 9.43mM~1.cm™1).
One unit (U) of esterase activity was defined as the amount of
enzyme that catalyzes the appearance of 1 pmol pNP per min
under the assay conditions.

Hydrolytic activity of CALB

The hydrolytic activity of CALB was analyzed by the hydrolysis
of tributyrin, and the release of butyric acid was volumetrically
measured using a pH-stat (Metrohm 842 pH-Stat Autotitrator,
Herisau, Switzerland) with 10 mM NaOH as alkaline solution.
CALB (0.01 mg of free enzyme, 1 mg of MNP-CALB or 0.25 mg
of mCLEA-CALB) was incubated in 9ml of 5mM phosphate
buffer, pH 7.3, at 30°C. Tributyrin was then added (0.5 ml) and
the increase of pH was registered. One unit (U) of activity was
defined as the amount of enzyme that catalyzes the release of
1 jumol butyric acid per min under the assay conditions.

Transesterification activity of CALB

Olive oil (0.2 g) and 2-propanol (1:6 molar ratio oil:alcohol) were
incubated with 19 (w/w of oil) of magnetic catalyst. The reaction
was maintained at 40°C and 30 rpm with rotational mixing. The
initial reaction rate for biodiesel production was assessed by with-
drawing aliquots (5ul) of the liquid phase at defined intervals
which were analyzed by high-performance liquid chromatogra-
phy (HPLC) as indicated below. Transesterification activity was
defined as mg of oil transformed to biodiesel (fatty acid propyl
esters, FAPEs) per mg of MNP-NH, and time (h) considering the
initial reaction rate of transesterification.

SYNTHESIS OF BIOPRODUCTS

Synthesis of biodiesel

Biodiesel (Fatty Acid Ethyl Esters, FAEEs) was obtained by ester-
ification of FFAs. For that, a mixture of FFAs which simulates the
composition of FFAs coming from microalgae (Scenedesmus sp.)
was applied: 4.1% stearic acid, 23.6% palmitic acid, 52.1% oleic
acid, 12.4% linoleic acid, and 7.8% linolenic acid. Ethanol (10:1
alcohol:FFA, mol:mol) was added to FFAs mixture (500 jumol)
and 2 mg mCLEA-CALB. FAEEs were also obtained by trans-
esterification of a mixture (0.2 g) of vegetable oils, composed
of 80% palm oil, 10% soybean oil and 10% olive oil, with
ethanol as alkyl donor in molar ratio of 30:1 (alcohol:oil) and
1% (w/w of oil) of magnetic biocatalyst. FAPEs were produced
by transesterification of vegetable oil (0.2 g) using 2-propanol as
alkyl donor (6:1 molar ratio alcohol:oil) and 1% (w/w of oil)
of magnetic catalyst. In all the cases, the reactions were carried
out in a solvent-free medium at 25°C with rotational mixing
(Intelli-Mixer RM-2, Elmi Ltd., Riga, Latvia). The reactions were
followed by withdrawing aliquots (10yLl) of the liquid phase.
Semi-q )\ of samples were performed by thin
layer chromatography (TLC) and the quantitative analysis using
control FFAs and olive oil was performed by HPLC, as described
above.

itative
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Synthesis of biosurfactant was used as eluting phase (Samakawa et al, 2000). After
Sucrose 6'- palmitate (SMP) was synth d by transesteri-  chromatography development (about 40 min), plates were air

fication of sucrose and vinyl, methyl or ethyl palmitate catalyzed
by mCLEA-CALB. Sucrose (100 mg/ml) was added to DMSO
and stirred for 10 min at 70°C, or to 2M2P and stirred for 24 h
at 70°C, in order to obtain a homogeneous mixture. Molecular
sieves (4 A) were added to solid sucrose, DMSO and 2M2P stocks
in order to absorb their water content. Vinyl, methyl or ethyl
palmitate was then added in a molar sucrose:alkyl palmitate
ratio of 1:1, 1:2, or 1:3. mCLEA-CALB were washed with the
corresponding solvent and used as catalysts in a concentration
of 4mg/ml. The reactions (5ml) were incubated at 60°C and
stirred using magnetic agitation (Carousel 12 Plus, Radleys, UK).
Samples (100 1) were withdrawn and the liquid phase was sep-
arated from the solid biocatalyst using a magnetic field. When
using DMSO, the same volume of ethanol was added to the
aliquots in order to overcome the immiscibility between palmitate
esters and DMSO. Semi ive and quantitative analyses of
samples were performed hy TLC and HPLC-MS, respectively, as
described above.

ANALYTICAL METHODS

HPLC analysis of bladlescl

Five liter of ithdrawn from the mix-
ture were diluted in 2)0;11 of n-hexane and analyzed by HPLC
(Waters™ Corporation, Milford, MA, USA) using a diode array
detector according to Holcapek et al. (1999). The Cig column
(5pm, 4.6 x 250 mm, Tracer Lichrosorb RP18) was eluted at a
flow rate of 1 ml/min using a mixture of acetonitrile:H,0 (1:1
v/v) (phase A) and 100% pure methanol (phase B) as mobile elut-
ing phase and a gradient from 75 to 100% phase B in 15 min.
The injection volume was 10l and peaks were detected at
205nm.

HPLC-MS analysis of biosurfactants

Analysis of SMP was carried out by HPLC (Alliance €2695,
Waters'" Corporation, Milford, MA, USA) coupled with a triple
quadrupole masses spectrometer (QqQ) (Quattro micro Api,
Waters™ Corporation, Milford, MA, USA). The column (2.6 um,
2.10 x 50 mm, Kinetex C18, Phenomenex) was eluted at 30°C
and 0.2 ml/min flow-rate. 0.1% (v/v) formic acid in H>O (phase
A) and 0.1% (v/v) formic acid in methanol (phase B) were
employed as mobile phase, with a gradient from 50 to 100%
phase B in 9 min. The injection volume was 10 pul. For the ion-
ization of the SMP, a positive clectrospray was used with 3200V
capillary voltage at 120°C. Nitrogen was used as desolvation
gas at 300°C and 450 1/h flow-rate. SMP was monitorized using
MRM (multiple reaction monitoring) with a lineal calibration
(10-500 ng/ml) following the next transition: 603.2 to 441.3 nm
(for quantification) and 603.2 to 203.1 nm.

Thin layer chromatography (TLC) analysis

A semi-quantitative analysis of biodiesel and biosurfactant was
also assessed using TLC. Silica gel 60 coated plates (Merck,
Darmstadt, Germany) were activated for 30min at 100°C
and 0.5l samples were applied. For biodiesel analysis, the
ternary mixture n-hexane:ethyl acetate:acetic acid (90:10:1, v/v/v)

dried at room temperature, and then immersed for 1 min with
gentle orbital shaking in a 0.02% (w/v) solution of Coomassie
Blue R-350 (Nakamura and Handa, 1984), prepared in acetic
acid:methanol:H,O (1:3:6, v/v/v) as indicated by the manufac-
turer. Finally, the plates were air-dried at room temperature. Spots
corresponding to substrates and products of the transesterifi-
cation reaction were identified by using appropriate reference
external standards run in parallel. For biosurfactant analysis,
the eluting phase was composed of a mixture of toluene:ethyl
acetatezethanol (2:1:1, v/v/v). Spots corresponding to sucrose and
SMP were detected by spraying the plates with a solution of
urea (1gurea, 4.05 ml phosphoric acid and 48 ml water-saturated
I-butanol) and heating them at 100°C for 15 min.

RESULTS AND DISCUSSION

CHARACTERIZATION OF MNPs AND IMMOBILIZED ENZYMES

MNPs were synthesized in our laboratory and analyzed by X-ray
diffractography, which confirmed the presence of magnetite (data
not shown). The increase of N content in MNPs with ~NH;
groups was confirmed by comparing the content of N, C, and
H in naked MNPs and MNP-NH, using elemental analysls (see
Figure 1). Percentage of N was negligible in non-fi
nanoparticles, and increased up to 1% in particles whose surfaces
were coated with groups. The increase was consistent with the
presence of amine groups in the MNP-NHj;. The increment of C
content in functionalized nanoparticles was also noticeable, and
could correspond to the C content of the functionalizing agent
(APTS) used.

The functionalized MNP-NH, were then employed for the
immobilization of CALB by two different procedures: (i) cova-
lent immobilization by cross-linking of the protein on the surface
of MNP-NH; (MNP-CALB, see Figure 2A); (ii) covalent immo-
bilization of cross-linked enzyme aggregates (mCLEA-CALB, see
Figure 2B). In both cases glutaraldehyde was used as a bifunc-
tional cross-linking reagent. Both types of immobilized enzymes
of CALB were selected as model biocatalysts for characterization
purposes.

s
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FIGURE 1 | Elemental analysis of naked MNPs (white bars) and
MNP-NH; (gray bars).
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FIGURE 2 | Scheme of a scale representation of the magnetic
biocatalysts obtained with CALB and TEM micrographs of the
magnetic biocatalysts of CALB used in this work. Artwork is a
hypothetical model of (A) MNP-CALB and (B) mCLEA-CALB complexes.
Both models simulate a cross-section of a three-dimensional structure. The

The shape and size of MNPs and resulting immobilized
enzymes were analyzed by TEM. Naked MNPs appeared as spher-
ical particles with a uniform and defined size (see Figure 2C).
Because the protein is not as opaque to electrons as MNPs,
the presence of CALB bound directly to the surface of MNPs
(Figure 2D) or forming mCLEA-CALB (Figure 2E) resulted in
MNPs showing more fuzzy and diffuse edges than the naked
counterparts.

Trying to determine if the binding of the protein could mod-
ify the magnetic properties of the particles, magnetic behavior of
both protein-free MNP-NH; and immobilized enzymes (MNP-
CALB and mCLEA-CALB) was analyzed at different magnetic
fields and at 300K (see Figure 3). At this temperature, the shape
of the mag field was similar for the
three biocatalysts. In the three cases, when the external mag-
netic field was removed the particles lost the magnetization. Also,
once saturation reached, mags only disappeared when
magnetic field was reduced to zero. These two properties are rep-
resented by the concepts of magnetic remanence (M,) and coer-
civity (H,), which were very close to zero, being a characteristic
of superparamagnetic nanoparticles. The saturation magnetiza-
tion (M;) of MNP-NH; was 82.5 emu/g (Table 1), similar to the
value corresponding to bulk (89 emu/g, Ramirez and
Landfester, 2003). The presence of cross-linked enzyme lowered
the value of M, and that reduction increased at higher protein
concentration, because the saturation magnetization value was
referred to the total mass of biocatalyst instead of the mass of
the magnetic support. Fitting magnetic results to the Langevin’s
function, particle size distribution of naked MNPs was obtained.

ion curve vs.

MNPs are 10nm in diameter, the APTS/glutaraldehyde bridge provides a
spacer arm of 2.6nm (Dauphas et al,, 2009} and the size of CALB is

3 x 4 x 5nm (Uppenberg et al,, 1994), TEM images of naked MNPs (C),
MNP-CALB (D) and mCLEA-CALB (E). Bars represent 20nm in C, and
50nm in DE.

Magnetization, M (emuig)

Applied magnetic field, H (Oe)

FIGURE 3 | Magnetization analysis at 300K of the magnetic
biocatalysts obtained with CALB. MNP-CALE (solid lines), mCLEA-CALB
with 25 ug protein/mg MNPs (dotted lines with short strokes) and
mMCLEA-CALB with 100 g protein/mg MNPs (dotted lines with long
strokes). Inlet shows a detail of magnetization for values of magnetic field
near to 00e.

Figure 4 shows a mean nanoparticle diameter of 9.5 nm with a
dispersion of £6 nm.

CATALYTIC PROPERTIES OF FREE AND IMMOBILIZED CALB
The use of magnetic supports for immobilization of enzymes
provides well-known facilities for the recovery and reuse of
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Table 1| Magnetic parameters of MNP-NH; and biocatalysts obtained
of CALB.

Support or Immobilized CALB Ms (emu/g) M; (emu/g)
biocatalyst (g/mg MNPs)
MNP-NH2 - 825 1.0
MNP-CALB 25 65.3 05
mCLEA-CALB 25 721 05
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FIGURE 4 | Particle size distribution of MNPs. The distribution was fitted
to the Langevin's function yielding a mean particle size of 9.5nm and
dispersion of +6nm.

the catalysts. The benefits in terms of catalytic properties were
checked using CALB as model enzyme and three types of immo-
bilization: MNP-CALB (50 g protein/mg MNPs), mCLEA-
CALB with low load of protein (25 jug protein/mg MNPs), and
mCLEA-CALB with high load of protein (100jLg protein/mg
MNPs) (Table2). Using non-aggregated enzyme, 50% of the
protein was measured in the liquid phase, indicating that only
25 g protein/mg MNPs was firmly attached to the support.
However, using covalent CLEAs the immobilization efficiency
reached 100%.

Table 2 | Main of of CALB.
Property Free MNP- mCLEA-CALB
lipase CALB
Immobilized CALB (jg/mg MNPs) - 25 25 100
Activity® Esterase (U/mg catalyst) 20 0.38 027 1.0
Hydrolytic (U/mg catalyst) 14162 0.2 72 288
Transesterification (U/mg - 20 26 65
catalyst)
Biodiesel conversion (%) - 205 303 66.7
Stability® Biodiesel conversion after - 94 137 59.3

10 cycles (%)

2 Activities were assayed as detailed in Materiais and Methods.
 Stability was assessed as a measure of the biodiesel (FAPEs) conversion after
10 consecutive catalytic cycles of 24 h at 40°C.

diffusional problems were higher when using CLEAs than for
non-aggregated enzyme, which indicates that enzyme aggregation
could hinder the diffusion of compounds. The difference between
free and immobilized enzyme activities was even more evident
when analyzing the hydrolysis of tributyrin, due to the very fast
enzymatic reaction.

mCLEA-CALB containing 100 pg protein/mg MNPs resulted
to be the most appropriate biocatalyst in terms of enzymatic activ-
ities (U/mg MNPs), including the transesterification of olive oil
to biodiesel, where a very high conversion was obtained after
24 h (Table 2). Moreover, the biocatalyst was much more stable
than the other immobilized enzymes tested, maintaining prac-
tically the same conversion to biodiesel after 10 reaction cycles.
Thermal stability was also considerably higher, as the biocata-
lyst only lost 10% of the initial activity when heated at 60°C for
30 min, while MNP-CALB and mCLEA-CALB (25 jug protein/mg
MNPs) lost 70 and 50%, respectively. In any case, the immobi-
lized biocatalysts were much more stable than the free enzyme,
which lost 95% of the initial activity when heated at 60°C for
30 min. MNPs attached to previously aggregated and cross-linked
enzymes (mCLEASs) represent the best option for the synthesis
of magnetic biocatalysts, as high concentrations of protein can

The effect of immobilization was d by the
of three enzymatic activities using preparations of the free and
immobilized biocatalysts: (i) esterase activity using pNPA which
is converted to pNP, (ii) hydrolysis of tributyrin to butyric acid,
and (iii) the transesterification of olive oil with propanol to obtain
FAPEs.

Having in mind the concentration of immobilized CALB (j1g
protein/mg MNPs), esterase activities of free and immobilized
biocatalysts can be compared in terms of specific activities (U/mg
protein): 20, 15.2, 10.8, and 10 U/mg protein for free enzyme,
MNP-CALB and mCLEA-CALB of low and high load, respec-
tively. The decrease in specific activity of immobilized enzymes
compared to free enzymes could be associated to diffusional lim-
itations which usually occur in immobilized biocatalysts due to
steric hindrance. In that case, the rate of diffusion of substrates
and/or products to and from the active site of the enzyme is
lower than the enzymatic reaction rate (Pésic et al.,, 2012). These

be hed to the enzyme, and this is more protected against
destabilizing agents.

SYNTHESIS OF BIODIESEL

The ability of the prepared magnetic biocatalysts to synthe-
size biodiesel was tested using preparations of both FFAs and
vegetable oils in a solvent-free system (see Figure 5).

The esterification of FFAs was performed using a mixture of
them which mimics the composition of reserve lipids present in
the microalga Scenedesmus sp., which mainly consisted of C14 and
C16 saturated and unsaturated fatty acids. Ethanol was selected as
alkyl donor in a molar ratio of 10:1 (alcohol:FFA), acting also as
solvent of FFAs. The reaction (Figure 5A) was followed by both
TLC and HPLC, and results are shown in Figures6, 7, respec-
tively. TLC plates stained with Coomassie Blue is a useful tool to
identify and semi-quantify not only FAEEs but also FFAs. Figure 6
reveals that the esterification of FFAs was noticeable at 30 min,
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and was practically completed after 5h of reaction. These val-
ues were confirmed by HPLC-quantification of FAEEs (data not
shown) and unsaturated FFAs (Figure 7), which indicated con-
versions of 60% for C16:2 and C16:3 at 30 min and 90% after 5h
of reaction.

Trying to improve the simulation of microalgae oil, a mix-
ture of vegetable oils (80% palm oil, 10% soybean oil and 10%
olive oil) was prepared and used as substrate for the transester-
ification reaction. Taking into account the stoichiometry of the
reaction (3:1, Figure 5B) and the molar excess of ethanol con-
sidered for FFAs, a molar ratio of 30:1 (alcohol:oil) was selected
for the transesterification of this oil mixture. TLC analysis of the
initial sample (Figure 8, lane 1) indicates the presence of triglyc-
erides, but also the perceptible presence of FFAs, monoglycerides
and diglycerides. After 1 h, the spot corresponding to triglycerides
decreased, and after 24 h a high amount of triglycerides was con-
verted to FAEEs. The presence of FFAs not only did not interfere
in the transesterification of the oil but also they were converted to
FAEEs in the reaction catalyzed by CALB. This point is remark-
able because, as it is well-known, the presence of FFAs drastically
reduces the yield and quality of the product obtained by some

www.frontiersin.org

of the usual chemical processes applied for the synthesis of
biodiesel (Leung et al., 2010). On the other hand, the diversity and
complexity of the oil mixture made the transesterification rate
significantly lower than the rate of FFAs esterification (Figure 6).
Finally, the benefits of mCLEA-CALB as biocatalyst for the
ification of ble oils were pointed out by com-
paring the three synthesized magnetic CALB catalysts for the
synthesis of biodiesel from olive (used as a control), unrefined
soybean, jatropha and cameline oils (Figure 9). The behavior of
the biocatalysts seemed to be independent of the non-edible oil
selected. The comparison of MNP-CALB with mCLEA-CALB
of the same protein concentration revealed that the formation
of CLEAs before immobilization contributes to the stabilization
of the enzyme, and consequently, its maximal exploitation during
the enzymatic reaction. Even so, the best conversion results were
obtained when the highest concentration of protein was immobi-
lized, reaching biodiesel conversion over 90% in 24 h at 30°C.

SYNTHESIS OF BIOSURFACTANTS
The enzymatic synthesis of SFAEs is usually limited by its low pro-
ductivity, as the reaction only occurs in a medium where polar

August 2014 | Volume 2 | Article 72 | 7




IX. Anexo 1: Publicaciones

Lépez etal.

Magnetic biocatalysts to obtain bioproducts

FAEEs

FFAs mixture

0 05 1 2 3 5

Reaction time (h)

FIGURE 6 | Analysis by TLC of biodiesel (FAEEs) conversion from a FFA
mixture using mCLEA-CALB. The reaction mixture containing 500 pmol
FFA {4.1% stearic acid, 23.6% palmitic acid, 52.1% oleic acid, 12.4%
linoleic acid, and 78% linolenic acid), ethanol (10:1 alcohol:FFA molar ratio)
and 2mg mCLEA-CALB was incubated for 5h at 30°C with rotational
mixing.
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FIGURE 7 | Analysis by HPLC of biodiesel (FAEEs) conversion from a
FFA mixture using mCLEA-CALB. The reaction conditions were the same
as indicated in Figure 6. Conversion of oleic acid (triangles), linoleic acid
(diamonds), and linolenic acid (circles).

sugar and non-polar fatty acid donor could be soluble. Some
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FIGURE 8 | Analysis by TLC of biodiesel (FAEEs) conversion from
vegetable oils mixture using mCLEA-CALB. The reaction mixture
containing 0.2g oil (80% palm oil, 10% soybean oil, and 10% olive oil),
ethanol (30:1 alcohol:cil molar ratio) and 1% (w/w of oill mCLEAs was
incubated for 24 h at 30°C with rotational mixing. Triglycerides (TGs),
diglycerides (DGs), monoglycerides (MGs), and free-fatty acids (FFAs).

applied for this purpose with low productivities (Ferrer et al.,
1999).

Taking advantage of the high stability showed by mCLEA-
CALB for the synthesis of biodiesel, the utility of this magnetic
separable biocatalyst was tested for the transesterification of
sucrose with different alkyl palmitate esters (vinyl, methyl and
ethyl palmitate) as shown in Figure 5C. DMSO was selected
as solvent due to its polar aprotic characteristic, dissolving
both polar and pol pounds. The palmitate ester was
added to 292mM sucrose dissolved in DMSO in molar ratios
sucrose:palmitate of 1:1, 1:2, and 1:3, and the enzymatic reaction
using mCLEA-CALB was performed at 60°C for 24 h. Figure 10
shows the results obtained by TLC analysis of the samples. After

attempts were performed to find an adeq dium, which

must fulfill solubilization requirements and preserve biocatalyst
activity. Commercial immobilized CALB (Novozyme 435) was

ining the plates with urea the spots correspond
ing to sucrose and SMP became visible. Spots corresponding to
SMP appeared only when vinyl palmitate was used as fatty acid
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FIGURE 9 | Analysis by TLC of biodiesel (FAEEs) conversion from
different non-edible oils i

of CALB. The reaction mixture containing 0.2 g oil, 2-propanol (6:1
alcohol:oil molar ratio} and 1% {w/w of oil) of catalyst was incubated for
72 h at 30°C with rotational mixing. MNP-CALB (white bars), mCLEA-CALB
with 25 g protein/mg MNP (gray bars), and mCLEA-CALB with 100 ug
protein/mg MNP (black bars). Olive oil was used as a control.

donor, and the highest concentration corresponded to a molar
ratio of 1:3. This result is consistent with previous studies, which
point out that the vinyl alcohol formed during the process could
tautomerize to the low-boiling-point acetaldehyde, shifting the
equilibrium toward the ester formation. However, by employ-
ing alkyl fatty acid esters the transesterification reactions became
reversible, resulting in low yields (Cruces et al,, 2001).

Studies of soluble CALB and mCLEA-CALB stabilities in dif-
ferent polar and non-polar solvents revealed that the magnetic
biocatalyst is much more stable than the free enzyme, although
the stability in DMSO is still low (the half life of the mag-
netic enzyme is below 3 h, data not shown). Other solvents were
tried in order to enhance enzyme stability, and the solubility
losses were overcome with intense magnetic agitation. Results of
reaction performed in 2M2P were compared to those obtained
using DMSO in Table 3. The presence of DMSO inactivated the
enzyme, resulting in a low conversion, which occurred in the first
5h of reaction. However, taking advantage of stability improve-
ment, mCLEA-CALB catalyzed the production of 40 mM SMP
(23 g/l) using 2M2P as solvent.

CONCLUSIONS

In this paper we report that robust magnetically-separable bio-
catalysts of lipase show higher stability and better performance
than the soluble enzymes. Moreover, they can be reused after eas-
ily recovery by a magnetic field avoiding the use of filtration or
centrifugation which inevitably led to enzyme clumping. We have
demonstrated the utility of these biocatalysts to catalyze reactions
in both aqueous and non-aqueous media to obtain bioproducts of
interest such as biodiesel or biosurfactants from sustainable and
renewable sources. These results indicate that synergism of using
properly functionalized magnetic pp bined with
suitable selection of the adequate enzyme can lead to the devel-
opment of novel robust magnetic nanobiocatalyts of interest for

ts cC

www.frontiersin.org
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FIGURE 10 | Analysis by TLC of the SMP conversion from sucrose and
different alkyl palmitates catalyzed mCLEA-CALB. The reaction mixture
containing 100 mg/ml sucrose {292 mM), alkyl palmitate and 4 mg/ml
mMCLEA-CALB in 1 ml DMSO was incubated for 24 h at 60°C. Vinyl
palmitate (VP), methyl palmitate (MP), and ethyl palmitate (EP) were used.
Sucrose:alky! palmitate molar rates were 1:1 in (A), 1:2 in (B), and

1:3in (C).

Table 3 | Effect of the solvent used on the production of sucrose
6'-monopalmitate (SMP)?.

Time (h) SMP (mM)
Dimethylsulfoxide 2-Methyl-2-propanol
0 0 0
5 0.39 1.59
72 0.40 241
168 0.40 39.6

4The reaction mixture (5mi) contained sucrose {292mM) and vinyl palmitate
(876 mM) in the presence of the solvents DMSO or 2M2F mCLEA-CALB (20mg)
was used to catalyze the reaction at 60° C with magnetic stirring. At the indicated
times samples were withdrawn and analyzed by HPLC-MS.

industry. Enzyme inactivation by solvents or byproducts during
bioproducts obtainment can be minimized or avoided by search-
ing for a robust enzyme. The combination of nanotechnology and
biocatalysis represents a promising opportunity to develop novel

August 2014 | Volume 2 | Article 72 | 9
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stable and efficient magnetic biocatalysts which can be easily
recovered from the reaction mixture and reused in new catalytic
cycles thus greatly improving the economic viability for its use to
obtain bioproducts at industrial scale.
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Abstract

Enzyme-catalyzed production of biodiesel is the object of extensive research due to
the global shortage of fossil fuels and increased environmental concerns. Herein
we report the preparation and main characteristics of a novel biocatalyst consisting
of Cross-Linked Enzyme Aggregates (CLEAs) of Candida antarctica lipase B
(CALB) which are covalently bound to magnetic nanoparticles, and tackle its use for
the synthesis of biodiesel from non-edible vegetable and waste frying oils. For this
purpose, insolubilized CALB was covalently cross-linked to magnetic nanoparticles
of magnetite which the surface was functionalized with -NH, groups. The resulting
biocatalyst combines the relevant catalytic properties of CLEAs (as great stability
and feasibility for their reutilization) and the magnetic character, and thus the final
product (MCLEAs) are superparamagnetic particles of a robust catalyst which is
more stable than the free enzyme, easily recoverable from the reaction medium and
reusable for new catalytic cycles. We have studied the main properties of this
biocatalyst and we have assessed its utility to catalyze transesterification reactions
to obtain biodiesel from non-edible vegetable oils including unrefined soybean,
jatropha and cameline, as well as waste frying oil. Using 1% mCLEAs (w/w of oil)
conversions near 80% were routinely obtained at 30°C after 24 h of reaction, this
value rising to 92% after 72 h. Moreover, the magnetic biocatalyst can be easily
recovered from the reaction mixture and reused for at least ten consecutive cycles
of 24 h without apparent loss of activity. The obtained results suggest that mCLEAs
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prepared from CALB can become a powerful biocatalyst for application at industrial
scale with better performance than those currently available.

Introduction

Due to the global shortage of fossil fuels, a consequent excessive rise in the price of
crude oil and increased environmental concerns, a rapid growth in biodiesel
production has being observed [1]. Biodiesel is a clean-burning diesel fuel
composed of a mixture of alkyl esters of long-chain fatty acids which is typically
produced from nontoxic, renewable biological resources such as vegetable oils,
animal fats, or even used cooking oils [2]. Nowadays, the alkali-catalyzed
transesterification of triglycerides present in oils or fats is the most common way
to produce biodiesel at industrial scale due to its high conversion and kinetics.
However, when these raw materials contain an elevated percentage of water or free
fatty acids, undesirable reactions drastically reduce the yield and quality of the
resulting biodiesel [2]. Thus, enzyme-catalyzed production of biodiesel by lipases
is more advantageous over the chemical counterpart since it is chemically
selective, reaction is carried out at lower temperature and under milder conditions
and downstream processes are more environmentally friendly [3].

Lipases constitute a group of versatile enzymes that catalyze the hydrolysis of
lipids in aqueous media, but in organic media they can catalyze synthetic
reactions, including interesterifications between triglycerides and alcohols to
produce glycerin and alkyl-esters of long chain fatty acids, i.e., biodiesel. However,
free lipases are easily inactivated in organic solvents and difficult to recover for
reuse [4]. Candida antarctica lipase B (CALB) is an extracellular monomeric
globular (33.5 kDa) enzyme which is not as efficient as other lipases in
hydrolyzing triglycerides, but it is highly stereospecific towards both ester
hydrolysis and synthesis. Due to its efficiency and high selectivity this lipase has
been immobilized by several methods (especially by covalent attachment to silica
gel, celite or activated nanoparticles) and it is being used in a wide range of
applications replacing industrial synthetic processes [5].

Many strategies have been recently applied to immobilize CALB. One of the
most successful consists of covalent linking of the enzyme to the surface of iron
oxide magnetic nanoparticles (MNPs) [6,7]. The high specific surface of MNPs
favors the binding efficiency of the enzyme, and the superparamagnetic behavior
of the support permits the easy and selective recovery of the biocatalyst using a
magnet and its subsequent reuse in more catalytic cycles [8,9]. On the other hand,
the support-free methodology consisting of the formation of cross-linking enzyme
aggregates (CLEAs) of lipase with glutaraldehyde [10, 11] is a simple technique
which does not require the use of highly pure enzymes. It has a broad scope and
affords robust, recyclable catalysts that exhibit high activity retention, enhanced
thermal stability, better tolerance to organic solvents, and enhanced resistance to
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autoproteolysis due to the rigidification of the tertiary structure of the enzyme
[12-15]. Due to the large size of the aggregates, CLEAs can be recovered from the
reaction medium by centrifugation or filtration, although this process leads to the
increase of CLEAs size and formation of clusters (clumping) resulting in internal
mass-transfer limitations [16, 17].

In recent years, lipases immobilized on MNPs or in CLEAs have been
successfully used to obtain biodiesel. Xie and Ma [18, 19] reported 90%
conversion to biodiesel using covalently immobilized Thermomyces lanuginosus
lipase on amino-functionalized MNPs. Also Burkholderia cepacia lipase immo-
bilized to MNPs of Fe;O, yielded complete conversion to biodiesel [20]. In
addition biodiesel was obtained from olive oil using CLEAs of crude preparations
from Photobacterium lipolyticum lipase M37 [21]. Lai et al. [22] also reported
85.7% conversion to biodiesel from microalgal oil using an ionic liquid (1-butyl-
3-methylimidazolium hexafluorophosphate) as a solvent and CLEAs obtained
from crude preparations of Penicillium expansum.

Recently, our group has developed a method for the preparation of magnetic
cross-linked enzyme aggregates (mCLEAs) of CALB. This method consists of the
cross-linking of insolubilized lipase to aminated MNPs by glutaraldehyde [23].
The resulting mCLEAs fulfill the main benefits of magnetic biocatalysts and
CLEAs, as they show improved thermal and storage stabilities, and can be reused
after their recovery from the reaction mixture with a magnet. Also mCLEAs of a-
amylase from Bacillus sp. [16] and lipase from Aspergillus niger [24] were
successfully prepared and used to hydrolyze starch and to obtain glycerol
carbonate, respectively.

In this paper, the main magnetic properties of mCLEAs were assessed as well as
the utility of this robust biocatalyst to obtain biodiesel from several non-edible
vegetable oils. Finally, the enhanced stability of our mCLEAs of CALB was
ascertained by reusing the magnetic enzyme to catalyze the production of
biodiesel in consecutive 24 h batch reactions. A similar procedure to that detailed
here to prepare mCLEAs of CALB can be easily expanded to prepare mCLEAs of
other enzymes of interest.

Materials and Methods

Materials

CALB L, the lipase B of Candida antarctica (CALB, EC 3.1.1.3, 19.1 U/mg protein;
7.50 mg protein/ml) was kindly provided by Novozymes (Bagsvaerd, Denmark).
HyperLadder I markers were purchased from Bioline (Randolph, MA, USA).
Tween 20 and Tween 80 were obtained from Panreac (Barcelona, Spain). 3-
Aminopropyltriethoxysilane (APTS), NaBH,, FeCl,, FeCl;, dimethylsulfoxide
(DMSO), sodium dodecyl sulphate (SDS), p-nitrophenyl acetate (pNPA), bovine
serum albumin, and Triton X-100 were purchased form Sigma-Aldrich (St. Luis,
MO, USA). Coomassie Blue was obtained from GE Healthcare (Uppsala, Sweden).
All other chemicals were supplied by Merck (Darmstadt, Germany). Non-edible
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oils (unrefined soybean, jatropha and cameline) were obtained from Bunge
Ibérica, S.A. (Zierbena, Spain), Jatropha Hispania, S.L. (Toledo, Spain) and
Camelina Company (Madrid, Spain), respectively. Olive oil used as a control was
purchased from Carbonell (Madrid, Spain) and waste frying oil was obtained
from local restaurants.

Synthesis and functionalization of magnetic nanoparticles (MNPs)
Magnetic nanoparticles of magnetite (Fe;0,) were synthesized by coprecipitation
of iron salts in alkaline medium [25]. An aqueous solution, 50 ml, containing
0.36 M FeCl, and 0.72 M FeCl; was pumped at 5.0 ml/min (LKB Pump P-1,
Pharmacia, Uppsala, Sweden) into 450 ml of 1 M NH,OH solution under
continuous mechanic stirring at room temperature (51 Video). The obtained
black precipitate was separated from the liquid phase using a magnetic field, and
then magnetically washed thrice with ultrapure water (MilliQ, Millipore Co.,
Bedford, MA, USA) and twice with phosphate buffered saline (PBS, 100 mM
sodium phosphate, 150 mM NaCl, pH 7.4). All solutions used for the synthesis of
MNPs were prepared using MilliQ water. Moreover, a N, gas stream was
continuously bubbled through all solutions during the process. The resulting
magnetic nanoparticles contained ~OH groups on their surface [26,27]. In order
to functionalize them with -NH, groups, MNPs (300 mg, dry weight) were
incubated with 30 ml of 2% (v/v) APTS at 70°C with orbital shaking (200 rpm).
After 24 h, they were washed thrice with PBS and maintained in the same buffer at
4°C until use.

Characterization of MNPs
Phase identification was done by X-ray diffraction studies (XRD, Philips
diffractometer PW1710, Almelo, The Netherlands). The crystallite size was
calculated from the X-ray line broadening using Scherrer’s and Warren’s
equation:

K2

" PcosO

where K takes the value of 0.89 considering spherical particles; 4 is the wavelength
of X radiation used (0.54 nm); 0 is the Bragg angle; f§ is the net diffraction peak
broadening in radians being determined from:

Br=p%.— B, (Warren)

obs ins

B=Bops—Bins  (Scherrer)

where f, is the observed broadening (experimental) and f;,; the instrumental
broadening.

The particle size and morphology were determined by transmission electron
microscopy (TEM, JEOL 1010, Peabody, MA, USA). The density of -NH, groups
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on the nanoparticles surface was determined by a colorimetric assay using p-
nitrobenzaldehyde [28]. The magnetic characteristics were measured using
different devices: for the calculation of magnetic saturation (M) 2 K hysteresis
loops were performed using a vibrating sample magnetometer (VSM) in a
superconducting magnet (14 T) cooled by a closed circuit of He (CFMS,
Cryogenic Ltd., London, UK). To calculate coercivity (H,) and remanence (M,) an
electromagnet was used at room temperature and moderate fields (0.9 T). The
average size of magnetic particles was calculated from the magnetization data
according to Langevin’s equations adjusted for non-interacting superparamag-
netic model. MNPs dry weight and concentration were analyzed using a vacuum
concentrator (Savant SpeedVac concentrator, Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA).

Preparation of magnetic CLEAs from CALB
In order to obtain magnetic CLEAs, 10 mg (dry weight) of MNP-NH, were
incubated with different concentrations of CALB (from 0.025 to 1.2 mg protein/
mg MNP-NH,) in the presence of precipitant agents and detergents in a final
volume of 15 ml. The precipitant agents used were 80% (v/v) ethanol, 80% (v/v)
2-propanol, 80% (v/v) acetone in water at 4°C, or ammonium sulphate at
concentration in the range of 12.5 to 125 mmol/mg protein at 25°C. The detergent
concentrations used were 0—5 mM Triton X-100, 0-0.1 mM Tween 20, 0-0.1 mM
Tween 80 or 0-25 mM SDS. In all cases, the samples were mixed continuously at
30 rpm using an Intelli-Mixer RM-2, Elmi Ltd. (Riga, Latvia). After 5 min, a
2.5 M glutaraldehyde solution was added (final concentration from 0 to 500 mM)
and the suspension was maintained in agitation for 1 to 24 h. After this time, the
mCLEAs were removed from the liquid phase using magnetic field, and mCLEAs
were washed thrice with PBS. Both the Schiff’s bases and the unreacted aldehyde
groups were reduced for 2 h at room temperature with rotational mixing with
NaBH, (0.75 mg/mg MNP-NH,) dissolved in 100 mM carbonate/bicarbonate
buffer, pH 10.0. In order to minimize non-specific interactions mCLEAs were
then magnetically washed for 10 min firstly with 2 M NaCl in PBS and then with
1% (v/v) Triton X-100 in PBS as reported by Mateo et al. (2000) [29]. After each
step, the excess of reagents and possible unretained enzyme were removed by
washing thrice with PBS for 10 min. At the end of the immobilization process, the
final concentration was 2 mg mCLEAs/ml. The magnetic catalyst was stored at
4°C in PBS for future use.

Magnetic biocatalysts at different formation steps were incubated at 100°C for
5 min, and then, the liquid phase was collected and analyzed by sodium dodecyl
sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) [30] using homoge-
neous 8% acrylamide gels revealed with silver (Bio-Rad, Hercules, PA, USA). The
amount of immobilized lipase was calculated by measuring the protein remaining
in solution at 595 nm (Bio-Rad protein Assay kit, Hercules, PA, USA).
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Enzyme assays

Esterase activity with pNPA

The activity of soluble and immobilized CALB was assayed with p-nitrophenyl
acetate (pPNPA) as a substrate according to the protocol reported by Gao et al. [31]
with minor modifications. Specifically, soluble or immobilized lipase (1-2 pg
protein) was added to a reaction mixture which contained 10 pl of pNPA

(100 mM in DMSO) in 980 pl of PBS. The reaction mixture was maintained for
15 min at room temperature with rotational mixing at 30 rpm (Intelli-Mixer RM-
2, Elmi Ltd., Riga, Latvia). Samples were withdrawn every 5 min (in the case of
immobilized lipase the magnetic biocatalysts were separated from the liquid phase
using a magnet) and the appearance of p-nitrophenol (pNP) was measured
spectrophotometrically (Beckman Coulter DU 800, Brea, CA, USA) at 405 nm
(epnp=9.43 mM '-em™"). One unit (U) of esterase activity was defined as the
amount of enzyme that catalyzes the appearance of 1 pmol pNP per min under
the assay conditions.

Transesterification of olive oil

Olive oil (0.2 g) and 2-propanol (1:6 molar ratio oil:alcohol) were incubated with
1% (w/w of oil) of magnetic catalyst. The reaction was maintained at 40°C and
30 rpm with rotational mixing. The initial reaction rate for biodiesel production
was assessed by withdrawing aliquots (5 pl) of the liquid phase at defined intervals
which were analyzed by high-performance liquid chromatography (HPLC) as
indicated below. Transesterification activity was defined as mg of oil transformed
to biodiesel (fatty acid propyl esters, FAPEs) per mg of MNP-NH, and time (h)
considering the initial reaction rate of transesterification.

Synthesis of biodiesel

FAPEs were produced from vegetable oil (0.2 g) using 2-propanol as alkyl donor
(1:6 molar ratio oil:alcohol) and 1% (w/w of oil) of magnetic catalyst in a solvent-
free reaction. The reaction was followed by withdrawing aliquots (10 pl) of the

liquid phase. Semi-quantitative analysis of samples was performed by thin layer
chromatography (TLC) and the quantitative analysis using control olive oil was
performed by HPLC as described below.

Analytical methods

HPLC analysis

Five pl of samples withdrawn from the reaction mixture were diluted in 250 pl of
n-hexane and analyzed by HPLC (Waters Corporation, Milford, MA, USA) using
a diode array detector according to Holcapek et al. [32]. The C,5 column (5 pm,
4.6 x 250 mm, Tracer Lichrosorb RP18) was eluted with 100% pure methanol
(phase A) and a mixture of propanol:n-hexane (5:4 v/v) (phase B) at a flow rate of
0.5 ml/min using a gradient from 0 to 50% phase B in 25 min. Peaks were
detected at 205 nm.
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Thin layer chromatography (TLC) analysis

A semi-quantitative analysis of non-edible or waste frying olive oil was also
assessed using TLC. Silica gel 60 coated plates (Merck, Darmstadt, Germany) were
activated for 30 min at 100°C and 0.5 pl samples were applied. The ternary
mixture n-hexane:ethyl acetate:acetic acid (90:10:1 v/v/v) was used as the eluting
phase [33]. After chromatography development (about 40 min), plates were air
dried at room temperature, and then immersed for 1 min with gentle orbital
shaking in a solution of 0.02% (w/v) Coomassie Blue R-350 [34], prepared in
acetic acid:methanol:H,O (1:3:6 v/v/v) as indicated by the manufacturer. Finally,
the plates were air dried at room temperature. Spots corresponding to substrates
and products of the transesterification reaction were identified by using
appropriate reference external standards (triolein, 1,3-diolein, 1-oleyl-rac-
glycerol, oleic acid and propyl oleate) run in parallel.

Results and Discussion

Magnetic nanoparticles characterization

MNPs size was analyzed by XRD and TEM. X-ray diffraction patterns showed that
magnetite constitutes the only crystalline phase present both in MNP-OH and
MNP-NH, (Fig. 1), with a crystallite size of 11.2 nm and 11.1 nm, respectively,
according to Scherrer’s equation, and 9.5 nm and 9.4 nm, respectively, according
to Warren’s equation. These results indicated that functionalization of MNPs with
—NH, groups did not change the phase, nor the crystallite size of the magnetic
support. The shape and size of the MNPs was confirmed by TEM (Fig. 2), which
showed that both types of MNPs are spherical particles with a mean diameter
around 10 nm, indicating that coating their surfaces with -NH, groups did not
result in observable differences in their size, shape or aggregation state.

The surface areas were theoretically calculated from the particle size
distribution provided by TEM data (Table 1). The results were similar to those
reported by other authors, as Harris et al. [35] who determined a surface area of
110 m?/g for 8.7 nm nanoparticles, or Sahoo et al. [36] who calculated 93 m?/g
for particles with mean diameter of 10-12 nm.

The density of -NH, groups on the surface of particles was determined using
naked MNPs as a control (Table 1). The calculated density of -NH, groups on
functionalized nanoparticles (43 pmol/g) was very similar to that reported by del
Campo et al. [28] who found approximately 45 pmol/g of MNPs. These authors
also calculated the density of -NH, groups by elemental analysis obtaining higher
values. This result may suggest that some ~NH, groups do not react with 4-
nitrobenzaldehyde, and therefore all the amine groups are not available for the
interaction with the enzyme. In this case, the calculated density would represent
the functionally available groups for the enzyme immobilization.

Magnetic behavior of MNPs was analyzed at different magnetic fields and two
temperatures: one below the blocking temperature of magnetite nanoparticles
(i.e., the temperature below which magnetite nanoparticles show ferromagnetic
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Fig. 1. XRD spectrum of magnetic nanoparticles. MNPs were coated with ~OH (solid line), and ~NH,
(dotted line) groups.

doi:10.1371/journal.pone.0115202.g001

Fig. 2. TEM images of magnetic nanoparticles. MNPs were coated with (a) ~OH, and (b) -NH, groups.
Samples were dispersed in ethanol using an ultrasound bath and then placed onto a Formvar-covered copper
grid and in air at room Bars 20 nm in both pictures.

doi:10.1371/fournal pone.0115202.g002
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Table 1. Main characteristics of MNPs coated with ~OH and ~NH; groups.

Diameter (nm) 104409 10.3+0.9
Surface area (mzlg) 112.7+93 113.8+9.4
~NH, group density (umol/g) 0.24+0.01 42.96+0.02
M, (emu/g) 86.0 825

H, (Oe) 03 0.1

M, (emulg) 34 1.0

doi:10.1371/joumal. pone.0115202.1001

characteristics, and corresponds to 75 K, [37]) and the other one at close to room
temperature (Fig. 3). Both types of nanoparticles (MNP-OH and MNP-NH,)
showed hysteresis behavior below the blocking temperature, although this
characteristic disappeared at 300 K. At this temperature, magnetic remanence
(M,) and coercivity (H,) values fell to near zero, which is typical of
superparamagnetic nanoparticles. The saturation magnetization (M,) was
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Magnetic field (Oe)
Fig. 3. of at different temperatures. Magnetization analysis of MNP-OH (black lines) and MNP-NH,
(grey lines) were performed at 300 K (solid lines) and 2 K (dotted lines). Inlet shows a detail of ization for values of ic field near to 0 Oe.

doi:10.1371/joumal pone.0115202.g003
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determined to be 86.0 and 82.5 emu/g for naked and NH,-functionalized
nanoparticles, respectively, which is lower than that reported for bulk magnetite
(89 emu/g, [38]). This decrease in M; was also observed by other authors [26, 39]
and could be related to the difference between macroscopic and nanoscopic
magnetite [25,27,35,39]. On the other hand, the binding of APTS to the
nanoparticles caused a slight decrease of 4% in the M of the magnetic support,
which has been previously observed when organic molecules were immobilized on
MNPs [40, 41]. This fact could be explained because the binding of APTS on the
nanoparticle surface might quench the magnetic moment [42, 43]. Fitting
magnetic result to the Langevin’s function, a magnetic core average diameter of
7.8 nm, with 3—4 nm dispersion, was calculated. This value is consistent with the
size determined from XRD data as aforementioned.

Preparation of mCLEAs

Synthesis of mCLEAs involves a sequence of steps starting with enzyme
insolubilization followed by cross-linking the resulting protein aggregates with
themselves and the surfaces of NH,-functionalized magnetic nanoparticles.
Optimization aspects concerning the selection of precipitation conditions, cross-
linking agent, time or enzyme concentration were considered.

Effect of precipitating agent

Commonly used lipase precipitating agents were selected to insolubilize CALB,
i.e., ethanol, 2-propanol, acetone and ammonium sulphate (125 mmol/mg
protein). After enzyme precipitation, mCLEAs were prepared at room
temperature by cross-linking (for 24 h) 0.2 mg CALB/mg MNP-NH, in the
presence of 200 mM glutaraldehyde. A control using soluble enzyme was carried
out in parallel, with initial protein concentration of 0.133 mg/ml and esterase
activity of 2.532 U/ml. The end of the immobilization process was verified by
analyzing the protein concentration in the liquid phase of the immobilization
medium, and the esterase activity in both the liquid and formed mCLEAs. The
selected precipitating agents allowed the formation of mCLEAs with 100% protein
and esterase activity retention, with the exception of ethanol, which caused a drop
in both the retained protein and esterase activity to 46.3% and 46.8%,
respectively. In addition to ethanol, also 2-propanol and acetone strongly affected
the esterase activity of the biocatalyst, resulting in values of 0.826, 0.655 and
0.383 U/mg MNP-NH,. However, the mCLEAs obtained with ammonium
sulphate showed an activity of 1.823 U/mg MNP-NH,. When comparing these
values with the theoretical immobilized activity (3.8 U/mg MNP-NH,),
immobilization efficiencies of 21.7, 17.2, 10.1 and 48.0% were obtained when
using ethanol, 2-propanol, acetone and ammonium sulphate, respectively. These
results are in agreement with those reported by other authors [10,11,44], who
proposed that ammonium sulphate was the best option because it usually
preserves the enzymatic activity of the biocatalyst. Therefore, ammonium sulphate
was selected in this work as the precipitating agent to prepare mCLEAs of CALB.
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The insolubilizing effect of ammonium sulphate concentration (12.5—-

125 mmol/mg protein) was studied at room temperature by measuring the
esterase activity retained by the resulting mCLEAs prepared using 50 pg to 1.2 mg
lipase/mg MNP-NH, and cross-linked for 5 h with 200 mM glutaraldehyde. At
low concentration of lipase a good relationship between the immobilized esterase
activity and ammonium sulphate was observed (Fig. 4). However at the highest
concentration of salt (125 mmol/mg protein), lower activity recovery was
measured at lipase concentrations higher than 0.4 mg protein/mg MNP-NH,.
This effect is probably due to excessive cross-linking and/or size of aggregates
which would lead to irreversible enzyme denaturation and/or the appearance of
diffusional problems.

It should be noted that the theoretical immobilized activity increases with the
increase of enzyme concentration in the preparation. Maximum esterase activities
of 0.95, 1.91, 3.82, 7.67, 15.27 and 22.91 U/mg MNP-NH, correspond to protein
concentrations of 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 and 1.2 mg protein/mg MNP-NH,,
respectively. Maximum immobilization efficiencies of around 60% were obtained
when 0.1 mg protein/mg MNP-NH, were used. Further increase in enzyme
concentrations was not reflected in an increase of recovery activity. This is a usual
behavior of immobilized enzymes which is related to diffusional limitations
occurring when diffusional rate of substrates and products is lower than reaction
rate, thus decreasing the observed rate of the reaction.

Conclusively, 0.1 mg protein/mg MNP-NH, and 100 mmol of ammonium
sulphate/mg protein were selected in order to prepare mCLEAs of CALB.
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Effect of detergents

It is well known that the presence of a detergent at an appropriate concentration
can often hyperactivate the enzyme, especially when using lipases [45-47].
Furthermore, detergents may prevent the enzyme immobilization through its
active center and promote the enzyme orientation in the support so enhancing its
activity and/or stability.

The esterase activity of soluble CALB was measured in the presence of Triton X-
100, Tween 20, Tween 80 and SDS, at different concentrations below and above
their critical micelle concentration (cmc) which were 0.6, 0.06, 0.012 and 8 mM
(0.388, 0.074, 0.016 and 2.307 kg/mB), respectively. The activity of soluble CALB
increased in the presence of Triton X-100 at concentrations above its cmc (S1A
Fig.). However, the presence of Triton X-100 at such concentrations during the
preparation of mCLEAs had a negative effect in oil transesterification (S1b Fig.).
Ferndndez-Lorente et al. [45] also immobilized CALB in the presence of Triton X-
100 on an aminated support, with a final detergent concentration of 1% (v/v) (i.e.,
17 mM, 11 kg/m?), observing an increase in hydrolytic activity, but this was not
tested in organic media [45,46]. The detergent could enhance enzymatic activity
in aqueous medium reactions, but it could lose the hyperactivation capability in
hydrophobic media, due to the formation of inverse micelles.

Both Tween 20 and Tween 80 had no effect on CALB esterase activity nor on
mCLEAs transesterification activity. The presence of SDS decreased the activity of
poorly concentrated mCLEAs, whereas apparently caused a strong hyperactivation
of highly concentrated samples. Such hyperactivation is similar to that described
by Lopez-Serrano et al. [48] and Gupta et al. [44], who prepared CLEAs in the
presence of SDS and observed that the activity increased 2-3 fold. Actually, the
transesterification activity of the biocatalyst prepared with high concentration of
protein in absence of SDS should be 4-fold higher than the one with lower
concentration. The presence of SDS when preparing mCLEAs with highly
concentrated aggregates could protect the hydrophobic areas close to active
centers, resulting in biocatalysts with lower steric hindrance and thus, higher
values of specific activity.

The use of detergents during the formation of mCLEAs would only be
recommended for the immobilization of high protein concentrations. However,
detergents were not used for further experiments in this work as concentrations of
protein above 0.1 mg/mg MNP-NH, seem to result in low immobilized enzyme
retentions.

Effect of cross-linker concentration

The cross-linking effect of glutaraldehyde was investigated by assessing the
esterase activity of mCLEAs prepared by incubating for 5 h the insolubilized lipase
(0.1 mg CALB/mg MNP-NH, with 100 mmol ammonium sulphate/mg protein)
in the presence of glutaraldehyde at concentrations from 0 to 500 mM (Table 2).
The immobilized esterase activity increased linearly when glutaraldehyde
concentration was varied from 0 to 200 mM, the maximum value (1.24 U/mg
MNP-NH,) representing 65% of offered activity (1.91 U/mg MNP-NH,). Above
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Table 2. Effect of link on the ion of mCLEAs of CALB.
0 0.021 11
5 0.019 1.0
10 0.031 16
25 0.079 4.1
75 0.391 20.5
125 0.893 46.8
200 1.238 64.8
250 1.188 62.2
300 1.180 61.8
350 1.285 67.3
400 1.315 68.8
500 1.142 59.8

doi:10.1371/joumal.pone.0115202.t002

that concentration, the immobilized activity remained unchanged. At higher
glutaraldehyde concentration, the cross-linking of MNP-NH, could be favored,
reducing the available surface area for the immobilization of aggregates. On the
other hand, the immobilization time of 5 h could be insufficient for the formation
of covalent bonds, and a more prolonged incubation at these conditions should be
used in order to increase the activity retention.

Effect of protein concentration and immobilization time
At first approach, mCLEAs of CALB (0.1 mg protein/mg MNP-NH,, 100 mmol
sulphate/mg protein, 200 mM glutaraldehyde, no detergent) were prepared by
varying the time (0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 24 h) used to cross-link the enzyme
aggregates onto the surface of MNP-NH,. Addition of the cross-linker agent
resulted in an immediate activity retention of 42%. This value rose from 65% to
almost 100% when the contact time was enlarged from 5 h to 24 h (Table 3). This
increase indicates that the immobilization process requires large periods of time to
completely establish covalent linkages between enzyme and support. With this in
mind, the observed apparent low value of retained activity when high loads of
protein were immobilized for 5 h (Table 3) could be due to low retention of
protein during this insufficient period of time. When an immobilization time of
24 h was used, the complete protein immobilization was confirmed by analysis of
unbound protein at the different steps of the process (S2 Fig.). Even so, high
protein loads resulted in low apparent retained activities. Data suggest that 0.1 mg
protein/mg MNP-NH, is the maximum concentration that ensures the absence of
steric hindrance observed in esterase activity measurement.

Lipases have been immobilized in a great variety of supports in several works

immobilized lipase on amino-functionalized magnetic nanoparticles and studied
the optimization of the protein concentration to obtain maximum immobiliza-
tion efficiencies. As a result, they obtained 70% efficiency at concentrations in the
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Table 3. Effect of protein ion and i ilization time on the ion of mCLEASs of CALB.
_ Offered activity (U/mg Recovered activity (U/mg
Immobilization time (h) MNP-NH,) MNP-NH,) | MNP-NH,) (%)
5 0.05 0.95 0.63 66.0
0.1 1.91 1.24 65.0
0.2 3.82 1.55 405
0.4 7.67 1.63 213
0.8 15.27 1.79 1.7
12 2291 1.57 6.9
24 0.05 0.95 0.93 97.4
0.1 1.91 1.90 99.5
0.2 3.82 1.82 47.8
04 7.67 2.08 27.2

doi:10.1371/joumal.pone.0115202.1003

range of 0.025 to 0.05 mg protein/mg MNP-NH,. Our improved immobilization
method allowed the load of a higher concentration of protein per mg of support
with total activity retention, which leads to enzyme and support savings, and
consequently economical benefits in production processes.

Morphology of mCLEAs

The size and shape of mCLEAs of CALB were examined by TEM after staining the
samples with 1% (w/v) phosphotungstic acid. Discrete arrangements of about
100 nm x 75 nm (Fig. 5a) were routinely detected although larger aggregates
could be also observed (Fig. 5b).

Biodiesel production by mCLEAs

The ability of the magnetic CLEAs to catalyze the production of biodiesel from
vegetable oils in a solvent-free system was tested. The transesterification reaction
was performed using 200 mg olive oil and 2-propanol in a molar ratio of 6:1
(alcohol:oil) in the presence of different concentrations of mCLEAs (prepared
using 0.1 mg protein/mg MNP-NH,, 100 mmol sulphate/mg protein, 200 mM
glutaraldehyde, no detergent). After incubating the reaction mixtures containing
mCLEAs (at 0.5, 1, 2 and 5% w/w of oil) for 24 h at 30°C, conversions of 64.0,
76.1, 81.5 and 82.2%, respectively, were obtained. These data indicate that a very
low concentration of the biocatalyst (1% w/w of oil) is suitable to catalyze the
transesterification of olive oil.

The time-course of the reaction was assessed during 72 h for both control olive
oil and waste frying oil. Samples were withdrawn at time intervals and analyzed by
either HPLC (olive oil) or TLC (waste frying oil). HPLC data revealed the
appearance of diglycerides, monoglycerides and free fatty acids (Fig. 6) as
intermediates in the synthesis of biodiesel (fatty acid propyl esters, FAPEs). These
intermediates could be also observed in samples analyzed by TLC and stained with

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0115202 December 31, 2014 14/22
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Fig. 5. TEM images of mCLEAs. ples were ively stained with ic acid and di
in ethanol as in Fig. 2. (a) and (b) represent different images of the same sample. Bars represent 50 nm in
both pictures.

doi:10.1371/journal.pone.0115202.g005

Coomassie Blue (Fig. 7a), indicating that this versatile semi-quantitative method
can be useful to determine the reaction progress with time by following changes in
substrate and products concentrations. It is worth mentioning that TLC analysis
followed by plate revealing with Coomassie Blue permits to analyze in parallel at
least 10 samples in less than 1 h. In addition it allows the use of crude and/or
recycled vegetable oils which could originate troubles when analyzed by HPLC.

The efficiency of low concentrations of mCLEAs to catalyze the conversion into
biodiesel of other non-edible vegetable triglycerides was tested using jatropha,
cameline and crude (unrefined) soybean oils. Samples of these crude oils were
used without any pretreatment. The transesterification reaction with 2-propanol
was carried out using 1% of biocatalyst (w/w oil) at 30°C for 72 h, as described
previously for olive oils, and the resulting FAPEs were analyzed by TLC. As shown
in Fig. 7b, similar bioconversions were observed in all cases after 24 h of
transesterification reaction.

The immobilization of lipase to different carriers for biodiesel production has
been studied previously with high conversion results (64-100%), although
elevated concentrations of biocatalyst (5-15% w/w of oil) were used in most of the
cases [49-52]. Even when lipase was immobilized on NH,-functionalized

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0115202 December 31, 2014 15/22
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Fig. 7. by TLC of (FAPEs) using mCLEAs of CALB. The reaction mixture and conditions were the same as in Fig. 6,

exoept that (a) waste frying olive oil and (b) different vegetable oils were used as substrate. Olive oil was included as a control substrate. Triglycerides (TGs),
(DGs), (MGs) and free-fatty acids (FFAs).

doi:10.1371/joumal.pone.0115202.g007
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magnetic nanoparticles, requirements from 17.3 to 40% (w/w of oil) of biocatalyst
were reported [18-20]. Only a few number of researchers described the use of
lower concentrations of enzyme to catalyze the transesterification reaction, as
Mendes et al. [53] who used 0.2% (w/w of oil) of enzyme, although they worked
at 45°C with high alcohol:oil molar ratios. It is well known that temperature not
only increases kinetics but also can affect stability of the enzyme.

The stability and reusability of mCLEAs of CALB was investigated by reusing
the biocatalyst for several consecutive reaction cycles at temperatures from 30 to
60°C. After each cycle (24 h) the biocatalyst was recovered from the reaction
mixture using a magnetic field. Two different catalysts, prepared using 0.05 and
0.1 mg CALB/mg MNP-NH,, were tested. The biocatalyst with lower concen-
tration of lipase not only showed a 4-fold lower transesterification activity but it
was also considerably less stable than its counterpart containing 0.1 mg protein/
mg MNP-NH, (Fig. 8). Using the latter, the 24 h-conversion was preserved for at
least 10 consecutive reaction cycles without observing any significant loss of
catalytic capacity. Although stability decreased with the increase in temperature,
the highly-loaded biocatalyst maintained more than 60% of the activity after 10
cycles at 60°C.

Wang et al. [20] observed that the retained activity of their lipase catalyst
decreased by more than 70% after 10 consecutive cycles of reaction at 40°C; Xie
and Ma [18, 19] observed a decrease of 50% activity after the fifth cycle of catalysis
using Thermomyces lanuginosus lipase immobilized on MNPs for the production
of biodiesel at high temperatures (45-50°C). Our data reveal that the combination
of cross-linked enzyme aggregates with MNPs results in a robust biocatalyst which
is able to catalyze the synthesis of biodiesel at low enzyme concentration, and is
more stable than other lipase preparations reported so far. The effectiveness of this
biocatalyst for the synthesis of biosurfactants was also proved recently in a
previous work from our group [54].

Novel enzyme engineering techniques are being applied for the improvement of
catalytic efficiencies of CALB. Thus, Agarwal and coworkers [55] introduced a
pothoactivatable molecule on the surface of the enzyme, which allowed the
modulation of the enzyme conformation by light stimulation, obtaining an
increase in 24% of CALB catalytic activity. A combination of protein engineering
with mCLEAs formation could result in an easily recoverable and reusable enzyme
with improved enzymatic activity and high stability, which could considerably
increase the robustness and applicability of the biocatalyst.

Conclusions

In this work we report an efficient, facile and economical method to prepare
mCLEAs of Candida rugosa lipase B by cross-linking with glutaraldehyde CALB
aggregates onto the surface of MNPs functionalized with -NH, groups. The
resulting magnetic biocatalyst shows an enhanced stability and maintains the
superparamagnetic behavior typical of MNPs, which allows for easy separation
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Fig. 8. Reusability of mCLEAs of CALB at Bi was used in consecutive

reaction cycles of 24 h for biodiesel (FAPEs) conversion from olive oil at: (a) 30°C, (b) 40°C, (c) 50°C and (d)
60°C. The reaction mixture and conditions were the same as in Fig. 6. Relative conversion is referred to the
final conversion after the first cycle and was using samples by HPLC. Two types of
mCLEAs were tested which were prepared using 0.05 (O) and 0.1 mg protein/mg MNP-NH; (®).

doi:10.1371/journal. pone.0115202.g008

and reusability in consecutive catalytic cycles without apparent loss of activity.
The utility of this robust biocatalyst for the efficiently production of biodiesel has
been demonstrated although it could be also used to obtain other highly valuable
compounds, such as biosurfactants, flavoring and aromatic compounds or
bioactive compounds.
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Supporting Information

S1 Fig. Effect of detergents on enzymatic activity. (a) Relative esterase activity of
soluble CALB; (b) Oil transesterification activity of mCLEAs: (e) 0.1 mg CALB/
mg MNP—NH,; () 0.4 mg CALB/mg MNP—NH,.
doi:10.1371/journal.pone.0115202.s001 (TIF)

S2 Fig. Analysis of unbound protein after the different immobilization steps: (a)
MNP-CALB (50 pg CALB/mg MNP-NH, in absence of precipitant agent); (b)
mCLEAs (100 pg CALB/mg MNP-NH,). Cont: control of offered protein (CALB,
molecular mass =33.5 kDa); UR: unretained protein after 2 h of cross-linking; 1:
first wash with PBS; 2: second wash with PBS; 3: third wash with PBS; BH,:
unretained protein after NaBH, reduction; NaCl: unretained protein after
washing with 2 M NaCl; TX: unretained protein after washing with 1% (v/v)
Triton X-100; B: liquid phase after incubating the MNP-CALB complex for 5 min
at 100°C.

doi:10.1371/journal.pone.0115202.s002 (TIF)

S1 Video. Synthesis of magnetic nanoparticles.
doi:10.1371/journal.pone.0115202.5003 (MPG)
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