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ABSTRACT

El biodiesel es un combustible alternativo al clasico gas-oil derivado del petr6leo. Se elabora a
partir de elementos 100% naturales y biodegradables. Entre estos elementos se encuentran los
aceites vegetales obtenidos de semillas, plantas y algas oleaginosas. El biodiesel se sintetiza a
partir de una reaccién de transesterifcacion, donde se utilizan como reactivos triglicéridos que
contengan acidos grasos de cadena larga y un alcohol de cadena corta y bajo peso molecular;
en presencia de un catalizador. El catalizador puede ser quimico o enzimatico. Siendo los
quimicos los mas econémicos y usados a nivel industrial mientras que los enzimaticos son
amigables con el medio ambiente y permiten facil recuperacion del glicerol. En la actualidad el
mercado de las enzimas esta en aumento y puede verse incrementado si se logra mejorar la
estabilidad de las enzimas disminuyendo asi los costos. Una estrategia es la inmovilizacién de
las enzimas a un soporte fisico el cual les confiere en muchos casos un aumento en la
estabilidad generando biocatalizadores robustos y reutilizables. En el proceso de
transesterificacion las enzimas que se encargan de que ocurra dicha reaccién son las lipasas.
Por lo tanto el area de inmovilizacion de las lipasas es un area interesante para su exploracion.
Es por ello que este proyecto se enfocé en la realizacion de preparaciones de lipasas
inmovilizadas para la sintesis de biodiesel. Para ello se utilizaron dos estrategias de
inmovilizacién como son el atrapamiento y la unién covalente en nanoparticulas de silica. Se
trabajo con tres lipasas derivadas de distintos organismos: Rhizomucor miehei (RML),
Thermomyces lanuginosus (TLL), y Bacillus thermocatenolatus (BTL2). RML y TLL se
adquirieron de forma comercial mientras que BTL2 fue expresada y purificada en nuestro
laboratorio. Se logré optimizar un protocolo de inmovilizacion para dichas lipasas con el cual se
obtuvo un 75,5%, 46,5% y 61,1% de actividad en los inmovilizados de TLL, RML y BTL2
respectivamente. Ademas se evalué la estabilidad de dichos inmovilizados a altas temperaturas
(60°C-65°C). Se determind la capacidad de generar biodiesel utilizando una técnica
cromatografica (TLC) para visualizar los resultados. Se comprob6 la capacidad de uno de los
inmovilizados realizados con TLL de generar biodiesel luego de 24hs. Se obtuvo un alto
porcentaje de conversion (estimado en un 90%) ya que se observé una desaparicion de los
triglicéridos y una aparicion del oleato de etilo. Estos ensayos son prometedores en la
utilizacion de enzimas inmovilizadas para la produccién de biodiesel.



Palabras Clave: Biodiesel, lipasas, Inmovilizacién enziméatica, nanoparticulas de silica,
derivados enzimaticos, generacion de energia, sintesis enzimatica.
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1. INTRODUCCION

Actualmente la utilizacién de combustibles derivados de fuentes no renovables como es el caso
del petréleo es un asunto crucial de la vida cotidiana. A partir de la crisis del petréleo de 1970
se generd un desconcierto con respecto a la disponibilidad del mismo y los precios se vieron
incrementados dado que la demanda super6 a la oferta. Es por esto que en el transcurso de los
afios se han buscado fuentes de energia alternativas. Ademas se intenta sustituir la utilizacién
de combustibles tradicionales por fuentes que sean sustentables y amigables con el ambiente
para disminuir la emisién de gases que generan el efecto invernadero (1). Existen muchas
empresas interesadas en la elaboracién de un producto sustituto que pueda satisfacer esta
demanda. En nuestro pais la empresa Alcoholes del Uruguay (ALUR) se encuentra trabajando
en la generacion de nuevas fuentes de energia como es la generacién de biodiesel (2).

El biodiesel es un combustible alternativo al clasico gas-oil derivado del petréleo. Se elabora a
partir de elementos 100% naturales y biodegradables. Entre estos elementos se encuentran los
aceites vegetales obtenidos de semillas, plantas, algas oleaginosas, sebo y también reciclando
aceite usado para coccién (3, 4). Mas estrictamente, segun la especificacién standard para
biodiesel de US (ASTM 6751-02), el biodiesel es definido como un combustible generado a
partir de mono-alquil ésteres provenientes de cadenas largas de &cidos grasos derivados de
aceites vegetales o grasas animales (5). Esta definicion con respecto al biodiesel también es
acogida por la Union Europea (EN 14214) (6).

Con respecto a Uruguay, actualmente la empresa ALUR suministra a ANCAP 50.000 toneladas
de biodiesel al afio. Se elaboran mezclas con gas-oil conteniendo hasta 7% de biodiesel. La
politica empresarial de ANCAP es que en un futuro Uruguay pueda sustentarse mediante la
energia obtenida a partir de los residuos de aceite (2). Para ello el biocombustible sera
generado a partir de un 80% de girasol y 20% de soja dando como subproductos harina para
animales y glicerol para la industria farmacéutica (Figura 1) (7).

El biodiesel puede ser mezclado con otros combustibles y otorga diversas ventajas. Se ha
reportado como un posible sustituto de los combustibles basados en petréleo dado su amplia
gama de propiedades atractivas. Ofrece la ventaja de ser biodegradable y no téxico con el
medio ambiente; pero su principal ventaja es que, al tratarse de una fuente de energia
renovable, mantiene los niveles del ciclo de di6xido de carbono. Ademas, su combustién emite
una baja proporcion de gases perjudiciales para el medio ambiente como son el monéxido de
carbono, el sulfuro, hidrocarburos aromaticos y otras particulas (8).
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Figura 1: Ciclo del biodiesel propuesto por ANCAP. Se extrae aceite de los cultivos. Luego
éste se transesterifica para generar biodiesel. Este es utilizado como combustible liberando energia
y diéxido de carbono que es absorbido por las plantas cerrando el ciclo. Como subproductos se
generan alimentos animales y glicerol (7).

1.1 Produccion de Biodiesel

Para la produccién de biodiesel, como fue mencionado anteriormente, la metodologia més
tradicional consiste en la transesterificacion de aceites vegetales y grasas animales. El proceso
de transesterificacién fue descubierto en 1853 por los cientificos E. Duffy y J. Patrick. Esta
reaccion se da entre los triglicéridos y un alcohol en presencia de un catalizador, dando como
productos finales de reaccion ésteres del alcohol utilizado y glicerol (Figura 2). Para la
generacion de biodiesel es fundamental el uso de triglicéridos que contengan acidos grasos de
cadena larga como son los que se encuentran contenidos en distintos aceites como el de soja,
maiz, arroz, canola, entre otros. Los alcoholes mas adecuados para la generacion de Biodiesel
son los de cadena corta y bajo peso molecular como es el caso del metanol, etanol y butanol.
Con respecto a los catalizadores estos son muy variados. A nivel industrial el método quimico
es el que prevalece y consiste en el agregado de una base (hidroxido de potasio o de sodio) o
un acido (acido sulfarico). El utilizar una base tiene como ventaja una mayor efectividad,
resultando en una alta conversién. Ademas, se obtienen buenos resultados trabajando a
relativamente bajas temperaturas (60°C). Sin embargo, también presenta desventajas. Si el
aceite utilizado presenta muchos acidos grasos libres o un alto contenido de agua, es probable
que se lleve a cabo la saponificacion. Esto significa, no solo que se consume el catalizador,
sino que también aumenta la dificultad de la separacion y purificacion del Biodiesel. Para el
caso del agregado de un acido, la presencia de altas cantidades de acidos grasos libres o de



agua no es un inconveniente. Su desventaja radica en que los acidos, al ser corrosivos, pueden
dafar el equipamiento y en que no son efectivos para generar metil ésteres (9). Por otro lado,
existen nuevos métodos como es el caso del método enzimatico donde se utilizan lipasas como
catalizadores (1).

Cuando ocurre la transesterificacion se rompe el enlace éster de un acido graso presente en el
triglicérido y se forma un nuevo enlace éster con el alcohol que se encuentre presente. La
relacion de la reaccion es de 3 moles de alcohol por cada mol de triglicérido. Esto da lugar a
ésteres de acidos grasos conocidos como biodiesel y glicerol (Figura 2). Para obtener una
reaccién completa y formacién del glicerol es necesario que ocurran tres reacciones de
transesterificacion consecutivas (Figura 3). La primera da lugar a la formacién de diglicéridos y
liberacién de un éster, la segunda genera monoglicéridos y la liberacién de un nuevo éster y en
la tercera reaccién se obtiene un nuevo éster y finalmente el glicerol (10).

Es importante tener en cuenta que para que la reaccion ocurra se debe trabajar en un ambiente
no acuoso ya que la presencia de agua genera hidrélisis (10). Ademas, se debe de tener en
cuenta que existen mdultiples parametros que influyen directa o indirectamente en la
reaccion. Estos abarcan la cantidad de catalizador a utilizar, el tipo de alcohol utilizado y la
temperatura, asi como también el tiempo de reaccion. Asimismo hay que tener en cuenta la
cantidad de acidos grasos libres presentes en el reactivo utilizado y por supuesto el contenido
de agua (1).

CHZ_OOC_Rl Rl_COO_R‘ CHz_OH
I Catalizador I
CH-OOC-R, + 3R'OH hary R,-COO-R’ + CH-OH
I |
CH2-OO0C-R, R,-COO-R’ CH,-OH
Triglicérido Alcohol Ester Gilicerol

Figura 2: Esquema de una reaccién general de transesterificacién de triglicéridos. En este esquema
se muestra la relacion molar que existe entre los triglicéridos y el alcohol utilizado para la generacion de
esteres de alcohol y obtencion de glicerol (11).
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Trigliceridos + R'OH « Digliceridos + R"COOR,

Digliceridos + R"OH < Monogliceridos + R"COOR,

Monogliceridos + R"OH « Glicerol + R"COOR,

Figura 3: Transesterificacion de triglicéridos en presencia de alcohol por
medio de tres reacciones reversibles consecutivas (10).

Como ya fue mencionado, los catalizadores en el proceso de transesterificacion pueden ser
quimicos o enzimaticos presentando cada uno de ellos ventajas y desventajas. Debido a que
los catalizadores quimicos son de bajo costo (U$S 0,62 por kilo) y que con ellos se obtiene un
alto rendimiento (mayor al 95%), son la opcion utilizada por excelencia en la industria (12). En
este proceso la glicerina es un subproducto de facil contaminacién por el exceso de alcohol
utilizado y el catalizador quimico. Por lo tanto, si se quiere utilizar es necesario que sea
refinada y se debe de remover el alcohol en exceso. El proceso en su totalidad genera una
cantidad de desperdicios considerable. La recuperacion de la glicerina pura es muy importante
y en caso de no poderse remover el alcohol se requiere la realizacién de procesos mas
costosos y dafiinos para el medio ambiente. Por el contrario, los métodos enzimaticos si bien
son mas costosos (U$S 1000 por kilo) son més amigables con el medio ambiente, y tras la
reaccion el glicerol es facilmente recuperable (12). El glicerol debe ser obtenido con una pureza
superior al 80% para que este pueda ser utilizado en la industria (cosmética, alimentos, pasta
de dientes, drogas, alimentos para animales, pesticidas, tabaco, etc) (4, 13). Por otro lado, los
métodos enzimaticos presentan un menor namero de pasos de purificaciébn y una menor
cantidad de residuos a ser tratados (Figura 4) (10).
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Sin embargo, en la actualidad la utilizacién de enzimas no es aplicable a nivel industrial ya que
su utilizaciéon genera un aumento en los costos de produccién (14). De todas formas, debido a
las ventajas que estas presentan existen diversas aproximaciones para poder aprovecharlas.
Una de las formas que se encuentra en desarrollo y es prometedora en la disminucién de los
costos es la posibilidad de reutilizar la enzima. Para ello se plantean distintas estrategias de
inmovilizacién (ver 1.3) con lo cual se genera la posibilidad de decantar la enzima una vez
culminada la reaccién.

1.2 Enzimas

Los procesos mediados por enzimas han sido utilizados desde las civilizaciones mas antiguas
hasta el dia de hoy donde se conocen aproximadamente 4000 tipos de enzimas diferentes (15,
16). Las enzimas son en su gran mayoria proteinas que catalizan procesos bhioldgicos. Son
generadas en organismos vivos y se destacan por acelerar una amplia variedad de reacciones
quimicas que naturalmente tardarian demasiado tiempo como para que se diera la vida (17).
Las mismas pueden desempefiar su funcién en un rango de condiciones muy variables
dependiendo del organismo del que provienen y de su funcién primordial. La mayoria son
sustrato especificas y dan origen a un unico producto propio de cada enzima (17). Para trabajar
con ellas se debe realizar una correcta evaluacion para determinar cuales son las mejores
condiciones para favorecer su desempefio (pH 6ptimo, temperatura, presion, solvente, etc) (18-
20).

Son de gran interés biotecnol6gico ya que no generan subproductos indeseados y ademas
pueden ofrecer ventajas econémicas frente a la utilizacién de métodos quimicos tradicionales.
El Mercado de las enzimas fue de 3300 millones de ddlares en el 2010 y tiene un crecimiento
anual mayor al 6% proyectandose un movimiento de 4400 millones de ddlares para el 2015
(Figura 5) (21, 22). ElI 80% de estas enzimas utilizadas en la industria son hidrolasas que
catalizan el clivaje hidrolitico de ésteres, grupos amino y de otros enlaces C-N (23). Sin
embargo, estos nimeros podrian ascender aun mas si a nivel industrial la utilizacion de las
enzimas generara una mayor ganancia. Actualmente en la mayoria de los procesos en que se
utilizan enzimas las mismas se encuentran en estado soluble y la recuperacién de estas en el
producto final es tediosa y genera costos adicionales (21). Ademés no son muy estables y
presentan serios problemas al encontrarse sometidas a procesos que no desarrollan
naturalmente (21, 24). Sin embargo, a pesar de estas desventajas existen industrias en las que
son muy utilizadas como por ejemplo en la elaboracién de productos cosméticos, en la industria
alimentaria, industria farmacéutica, industria papelera, textiles, jabon en polvo y detergentes,
entre otros (Tabla 1) (20, 25). De encontrarse estrategias adecuadas para la disminucién de
costos la utilizacion de las enzimas se podria extender a otras areas industriales como la
produccion de biodiesel. Como se mencioné anteriormente, una de las estrategias mas
prometedoras para este fin es la inmovilizacion de las mismas (17, 21).
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Tabla 1: Mercados y segmentos donde se utilizan las enzimas. Se muestra el incremento
del mercado para los préximos afios.

Market Segment 2000 2005
Million % Million %
dollars dollars

Industrial Food 680 37 890 33

Detergents 500 27 690 26
Textiles/leather 140 9 190 7
Paper 80 6 160 6
Chemicals 50 3 70 3
Total 1450 81 1451 81
Speciality Diagnostics 150 8 300 11
Reagents 120 6 240 9
Kinetic resolution 70 37 115 4
Asymmetric synthesis 10 1 15 1
Total 350 19 670 25
Total 1800 100 2670 100
SUMMARY FIGURE
GLOBAL INDUSTRIAL ENZYMES MARKET, 2008-2015
($ MILLIONS)
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Source: BCC Research

Figura 5 : Mercado global de enzimas aplicadas en la
industria (2008-2015). Existen tres segmentos:
enzimas aplicadas en procesos

las
industriales

tradicionales, en la elaboracion de alimentos y la
categoria de otros. Se observa un crecimiento general
para los tres segmentos en el transcurso de los afios
siendo la categoria de otros la que tiene mayor flujo de
dinero. Dentro de la categoria de enzimas aplicadas a
procesos industriales tradicionales se encuentra el
bioetanol (biocombustible) como la mayor fuente de
ingresos (22).
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1.3 Inmovilizacion

La inmovilizacién es un fenémeno presente en la naturaleza. Los microorganismos suelen
agruparse en comunidades adheridos a superficies, las que se conocen como biofilms. Por otro
lado, artificialmente se han logrado inmovilizar todo tipo de moléculas. Por ejemplo, se han
inmovilizado proteinas, pequefios péptidos, azlcares, lipidos, drogas, ligandos y acidos
nucleicos. La inmovilizacién de enzimas en particular tiene su origen en 1916. Consiste en la
union de la enzima a un soporte fisico o matriz. Esto presenta una gran ventaja frente a la
enzima soluble al posibilitar su recuperacion y reutilizacion ya que se generan biocatalizadores
insolubles, siendo facilmente separables de la mezcla de reaccion; lo cual es clave teniendo en
cuenta el alto costo de produccion de las enzimas (21, 26, 27). Otra ventaja es la union de la
enzima a un soporte, lo que generalmente aumenta su estabilidad y en algunos casos favorece
su interaccion con el sustrato (17, 28).

Ademas, la inmovilizacion de enzimas resulta atractiva para la industria ya que en este estado
la enzima puede tener un tiempo de vida media superior al de su estado soluble y soportar
altas temperaturas y distintos rangos de pH. A su vez, el encontrarse més estable permite una
mayor flexibilidad operacional ya que en este estado soportan mejor la variacion de ambientes
(29).

Desde 1916 a la actualidad mucho se ha descrito acerca de los métodos de inmovilizacion y a
los efectos del trabajo se describen tres: a) Union covalente b) Adsorcién c) Atrapamiento
(Figura 6) (20).

Figura 6: Esquema de los diferentes métodos
de inmovilizacion. a: unién covalente; b:
atrapamiento; c: adsorcién (20).

15



1.3.1 Union Covalente

La unién covalente es un método convencional de inmovilizacién. Se origina a partir de la union
covalente entre la enzima y el soporte, formando un enlace fuerte y estable. Por lo general los
soportes utilizados son poliacrilamida, silica porosa y agarosa (30).

Para unir a las enzimas covalentemente al soporte se pueden utilizar los diversos grupos
quimicos que estas presentan. Para ello los mas utilizados son los grupos aminos y en
segundo lugar los grupos hidroxilos, sulfhidrilos, carboxilos y los anillos aromaticos (31). Estos
grupos funcionales pueden encontrarse en diferentes aminoacidos los cuales logran
interaccionar con grupos reactivos del soporte (28).

Para usar esta metodologia se pueden seguir diversas estrategias pero que comparten
lineamentos en comun. Generalmente, en primer lugar, se llevaria a cabo la funcionalizacién
del soporte. Luego éste se activaria para finalmente agregar la proteina, completandose asi el
proceso de inmovilizacion (30).

La inmovilizacién covalente presenta como principal ventaja la fuerza del enlace, lo que se
puede traducir en una estabilizacién de la enzima y una menor fuga de esta. Por otro lado,
entre sus desventajas se encuentra la posible modificacion estérica de la enzima ocasionando
pérdida de actividad. Ademas, suele ser una unién irreversible, imposibilitando la reutilizacion
del soporte (31).

En la figura 7 se visualiza un ejemplo de inmovilizacién covalente. En este caso, el soporte es
primeramente funcionalizado. Luego, éste es activado para finalmente agregar la enzima
inmovilizandola.
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Figura 7: Se visualiza un ejemplo de inmovilizacion covalente. En este caso, el
soporte es primeramente funcionalizado. Luego, éste es activado para finalmente
agregar la enzima inmovilizandola.(32).

1.3.2 Adsorcion

En la inmovilizacion por adsorcién la unidn entre la enzima y el soporte se produce por enlaces
débiles como son las interacciones hidrofébicas y los enlaces iénicos. Es un método simple,
rapido y econdémico. Como ventaja en este método la enzima al no verse modificada
quimicamente su probabilidad de quedar activa es mas alta ya que su sitio activo permanece
invariado. Presenta como desventaja que al ser una union débil es mas facil la pérdida del
material cuando se utiliza en condiciones agresivas. Pero al mismo tiempo al ser un método
reversible ante cambios de pH o de concentraciones salinas puede traer como ventaja la
reutilizacion del soporte cuando la enzima se inactiva (17, 24, 28, 33).

1.3.3 Atrapamiento

En este caso, las enzimas son atrapadas dentro de nanoparticulas o polimeros. La matriz en
este caso es permeable, permitiendo la entrada y salida de los sustratos y productos; pero no
de la enzima. Las ventajas del atrapamiento son que es un método rapido, econémico y que
no requiere condiciones extremas. Permite ademas contener la enzima en un ambiente libre de
contaminacion microbiana o de otras proteinas. La principal desventaja es la transferencia de
masa a través de la matriz y la inactivacion de las enzimas en el proceso de encapsulacion
(28).
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1.4 Nanoparticulas de silica biomimética

En la naturaleza, estructuras de silica pueden ser encontradas en esponjas y diatomeas.
Dichas estructuras varian ampliamente en morfologia y tamafio de poro. Recientemente se ha
reportado la generacion de estas estructuras in vitro, mediante el agregado de aditivos, por
ejemplo la polietilenimina. Las nanoparticulas de silica biomimética pueden ser sintetizadas en
condiciones ambientales (presién y temperatura) lo que es importante por no aumentar los
costos. Ademas tiene caracteristicas ventajosas como ser de origen natural, su bajo costo,
presentar una baja o nula toxicidad, la posibilidad de elegir el tamafio de los poros, la
estabilidad de su estructura (resisten ausencia de agua, particularmente importante en este
trabajo) y el poder funcionalizar tanto su interior como su exterior de ser necesario (34, 35) .A
su vez, son muy utilizadas ya que permiten tener una relacion superficie/volumen mayor que al
utilizar otros materiales (32).

En esta oportunidad se trabaj6o con la metodologia de atrapamiento como una primera
exploracion. Esta se basé en el atrapamiento de la enzima por medio de la formacién de una
nanoparticula de silica recubriendo a la enzima. Para que esto ocurra fue necesaria la
presencia de aniones fosfato y grupos aminos. La polietilenimina (PEI) y la espermidina (SP)
son polimeros que otorgan estos grupos necesarios para la generacibn de los
entrecruzamientos con los fosfatos que luego precipitan en presencia de acido silicico (TMOS
hidrolizado) (36).

1.5 Lipasas

En 1856 Claude Bernard descubri6é una lipasa en el jugo pancreéatico. Observé que esta enzima
hidrolizaba gotas de aceite insoluble y las convertia en productos solubles (37). Ya desde 1901
se ha estudiado la presencia de lipasas en los microorganismos Bacillus prodigiosus, B.
pyocyaneus y B. fluorescens. Sin embargo, su habilidad como catalizadoras de la hidrélisis y
sintetizadoras de ésteres ha sido descubierta hace unos 70 afios.

Las lipasas se definen como enzimas, que formando parte de la familia de las hidrolasas,
actllan sobre enlaces éster. En la naturaleza su funcién es hidrolizar triglicéridos para generar
diglicéridos, monoglicéridos, &cidos grasos y glicerol. Se encuentran ampliamente distribuidas
siendo encontradas en el reino animal y vegetal, e incluso en los organismos unicelulares mas
simples. Suelen presentar un lid, el cual es una superficie anfipatica que recubre el sitio activo
hidrofobico ocultandolo del agua. La activacion interfacial es un aumento pronunciado en la
actividad que se encuentra en la mayoria de las lipasas. Ocurre cuando por alguna razon los
triglicéridos forman una emulsién estando mucho mas accesibles para los sitios activos (38-41).

Ademas de las funciones biolégicas, las lipasas son capaces de catalizar reacciones de
aciddlisis, alcohdlisis, amindlisis, esterificacion, interesterificacion y transesterificacion; lo que
las hace altamente versatiles (42).
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Por otro lado, al poder catalizar reacciones tanto en condiciones acuosas como no acuosas,
sus aplicaciones son muchas y muy variadas. Se utilizan en la medicina, en la industria
alimenticia, en quimica organica y en el tratamiento de aguas residuales, asi como también
como biosensores y para la produccion de biodiesel. Incluso se han hecho investigaciones
sobre la degradacion de polimeros por la accién de lipasas de levaduras (43, 44).

En este trabajo se experimentd con tres lipasas diferentes. Dos de ellas son comerciales y
provienen de Rhizomucor miehei (RML) y Thermomyces lanuginosus (TLL). La tercera se
produjo recombinante en el laboratorio y proviene de Bacillus thermocatenulatus (BTL2). BTL2
presenta un tamafio de 43 kDa (45). Por otro lado, RML y TLL tienen un tamafio de 29,5 kDa y
31,7 kDa respectivamente (46, 47).

Con respecto a BTL2 se ha visto que es muy resistente a la presencia de solventes y cambios
térmicos (dado que resiste temperaturas de 60°C-75°C por intervalos cortos). Existen datos
estructurales preliminares obtenidos a partir de la técnica de cristalizacion y difraccion de rayos
X (Figura 8) (48).

Figura 8: Estructura de BTL2 en conformacion abierta.. Se pueden
observar los dominios (a/B) en distintos colores. En el sitio activo se
oberva la presencia de dos moléculas de Triton X-100 (48).
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RML fue la primera lipasa a la que se le conocio su estructura tridimensional (Figura 9). Es una
enzima que varia su especificidad por diferentes sustratos dependiendo del pH. A pHs bajos es
mas afin a hidrolizar acidos grasos de cadena corta, mientras que a pHs altos su afinidad por
acidos grasos de cadena larga aumenta (42).
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Figura 9 : Estructura de RML en conformacién cerrada y abierta. Se observa el
sitio activo con el lid (42).

Al igual que RML, TLL es una tipica lipasa con lid, presentdndose en solucidon un equilibrio
entre la conformacion abierta y cerrada como se visualiza en la figura 10. Dicho lid cubre al sitio
activo en la conformacion cerrada. Por otro lado, en la conformacion abierta el sitio activo se
encuentra expuesto al medio. El agregado de gotas de aceite, asi como de otros compuestos
hidrofobicos, desplaza el equilibrio hacia la conformacion abierta de la enzima provocando la
conocida activacion interfacial (38, 49).

Figura 10 : Estructura de TLL con
superposicion de conformacion cerrada y
abierta. Se observa el sitio activo con el lid
(48).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General:

El objetivo general de este trabajo es el estudio de lipasas de distinto origen y su inmovilizacion

para su
vegetal.

posible aplicacion como catalizadores en la generacién de biodiesel a partir de aceite

2.2 Objetivos Especificos:

Para poder cumplir con el objetivo general en este trabajo se plantean realizar los siguientes
objetivos especificos:

Caracterizacion de lipasas comerciales de Thermomyces lanuginosus (TLL) y
Rhizomucor miehei (RML).

Expresion, purificacion y caracterizacion de la lipasa de Bacillus thermocatenulatus
(BTL2).

Inmovilizacién de las enzimas en nanoparticulas de silica mediante dos estrategias de
inmovilizacién: 1) Atrapamiento

2) Unién covalente.

Evaluacién de estabilidad de los inmovilizados obtenidos sometiendo a los mismos a
60°C (TLL y RML) y 65°C (BTL2).

Aproximacion a la produccion de biodiesel con el derivado més estable y su evaluacion
mediante técnicas cromatogréficas.
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3. METODOLOGIA

3.1 Materiales

Lipasas comerciales provenientes de los organismos Rhizomucor miehei (RML) vy
Thermomyces lanuginosus (TLL) obtenidas de Sigma Aldrich®. La BTL2 recombinante fue
expresada y purificada a partir de E.coli BL21.

Medio de cultivo LB (Luria Bertani); sales; 4- Nitrofenil butirato (pNPB), azul de coomasie, kit
para deteccion de proteinas; Triton X-100; polietiienimina (PEl); espermidina (SP);
glutaraldehido; carbodimida; etilendiamina; Muf butirato; PBS; lisozima; Standard de oleato de
etilo y acido oleico de Sigma Aldrich®. TMOS: Tetrametil ortosilicato para sintesis de Merck.
Aceite alto oleico de Cousa S.A. Hexano; acetona y acido acético de DORWIL. Columna PD-10
(Sephadex G25) de general electric. TLC de MACHEREY- NAGEL. EDTA de J.T Baker. Buffer
Tris y Persulfato amonio (APS) de Biopack. SDS; Acrilamida; bis-acrilamida y TEMED de
Applichem. Etanol y fosfato de sodio dibasico de Carlos Erba Reagents. Octyl Sepharose™ 4
Fast Flow de GE Healthcare. Minivolt® 4-12% Bis-Tris Plus de Life Technologies.

3.2 Métodos

3.2.1 Expresion y recuperacion de BTL2 en E.coli BL21

En primer lugar se expres6 BTL2 recombinante en lineas estables de E.coli transformadas con
el vector (pBTL) que codifica para la lipasa BTL2 (gentileza de Prof. José Manuel Guisan). Se
purificé segun lo especificado por Schmidt-Dannert et al., 1996 (50), obteniéndose altos niveles
de expresion llevando a cabo las especificaciones de Rla et al., 1998 (51).

Primero se generd un pre-inoculo de E.coli BL21 en un tubo de ensayo con medio de cultivo
selectivo conteniendo 5mL de LB liquido y ampicilina 100 mg/mL. Se incubé el cultivo 24 hs a
37°C. Luego se inoculd con el pre-inéculo un matraz conteniendo 250mL de LB y ampicilina
100 ug/mL Este cultivo se incubd a 37°C durante 2 horas y se monitoreé su densidad 6ptica
(DO) por medio de un espectrofotdmetro (2800 UV/VIS SPECTROPHOTOMETER de Unico) a
600nm. Una vez que se llegd a la densidad 6ptica deseada (0,6) se procedié a la induccion del
promotor colocando el cultivo a 42°C en agitacion durante 16 horas.

Posteriormente se centrifugé el cultivo en falcons de 50mL a 5000g durante 15 minutos. Se
descartd el sobrenadante y se procedio a la lisis celular. Se utilizaron dos técnicas para la
extraccion del extracto proteico: 1) ruptura quimica por medio de un buffer de lisis (EDTA
0,1mM, lizosima 1,5mg/mL y PBS) y 2) la posterior ruptura fisica por medio del sonicador (Vibra
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cell™ SONICS) (tiempo 30seg; pulse on 0.5; pulse of 15; amplitud 030%). Luego se removio el
detrito celular por medio de centrifugacién durante 30 minutos a 14 000g, 4°C.

3.2.2 Purificacion de BTL2 mediante cromatografia hidrofobica en Batch

En el caso de BTL2 se recuperaron las proteinas solubles y se procedié a una purificacién por
medio de la realizacion de una cromatografia hidrofébica usando una columna Pd10 (Sephadex
G-25) con filtro conteniendo 0,5g de octil agarosa. Esta columna se equilibré con buffer fosfato
25mM pH 7 afiadiendo 5 mL del mismo y dejandolo eluir por gravedad, este paso se repitio tres
veces. Una vez equilibrada la columna se agregd una dilucién 1/10 del lisado y se dejé en
agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente (25°C). Se dejé eluir el sobrenadante
(material no unido) y luego se realizé un lavado de un 1 minuto con 10 mL de buffer fosfato
5mM pH 7. Una vez transcurrido el tiempo de lavado se recogié por gravedad los 10 mL de
buffer y se recolecté una muestra (lavado). Luego se desorbié la proteina dejandola en
agitacion durante 1 hora con 0,5% Triton X-100 en buffer fosfato 256mM pH 7 y colectando el
eluido por gravedad.

Posteriormente se removid el Tritbn para que no interfiera con la actividad de la enzima y
obtener una solucién libre de contaminantes. Para esto se realizé6 una cromatografia de
exclusiébn molecular en la cual se eluyd la proteina en buffer fosfato 25mM pH 7 cuando se
trabajo6 con la proteina en estado soluble y en buffer fosfato 0,1M pH 8 cuando se procedi6 a la
realizacion de los inmovilizados.

3.2.3 Acondicionamiento de los preparados enzimaticos comerciales

A partir de la presentacién comercial de las enzimas TLL y RML se procedi6 ala remocién de
las sales y estabilizantes. Para esto se realiz6 una cromatografia de exclusion molecular donde
en primer lugar se equilibré la columna con buffer fosfato 25mM pH 7 en caso de trabajar con la
enzima soluble o en buffer fosfato 0,1M pH 8 cuando se procedié a la realizacion de los
inmovilizados. Una vez equilibrada la columna se afiadieron 2mL de enzima comercial que se
eluyeron por gravedad, luego 1,5mL de buffer fosfato (el adecuado segun si se trabajé con la
enzima en estado soluble o con la que se va a inmovilizar) y por dltimo se agregd 2mL de
buffer fosfato para recuperar la fraccion de interés conteniendo la enzima. Se eluyeron las
proteinas en buffer fosfato 25mM pH 7 cuando se trabajé con la proteina en estado soluble y
en buffer fosfato 0,1M pH 8 cuando se procedi6 a la realizacion de los inmovilizados.
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3.2.4 Purificacion de RML.

Se realizé una purificacién de la enzima comercial RML. Inicialmente se realiz6 una gel
filtracion de exclusién molecular. Se equilibré6 una columna Pd10 (Sephadex G-25) con buffer
fosfato 25mM pH 7 y luego se afiadieron 2,5mL de enzima comercial RML. La enzima se eluyo
en buffer fosfato 25mM pH 7 y luego se continuo con la incorporacion de 3mL de RML (gel
fitrada) en una columna conteniendo 0,59 de octil agarosa y se purific6 mediante
cromatografia hidrofébica en batch al igual que se hizo con BTL2 (ver 3.2.2). Se midi6 la
actividad de la enzima gel filtrada (ofrecido), del material no unido, del lavado y del eluido (ver
3.2.8) y se determind su actividad especifica (ver 3.2.9).

3.2.5 Analisis de pureza por SDS-PAGE.

Se utilizaron geles comerciales de poliacrilamida Minivolt® 4-12% Bis-Tris Plus asi como
también geles de poliacrilamida al 10% segin Laemmli (52) preparados en el laboratorio. Se
trabaj6é en condiciones desnaturalizantes. Las muestras se sembraron en buffer de carga 4x
diluidas previamente 1/10. Por otro lado las muestras se incubaron a 100°C durante 5 minutos
para promover la desnaturalizacion de las proteinas. Se sembraron 20uL de las muestras en el
gel y se utilizd buffer corrida SDS 1X. Las muestras se corrieron a 120V durante 1h y 30
minutos. Se tifié por azul de coomasie.

3.2.6 Evaluacion de actividad por medio de zimografia

Una vez finalizada la corrida electroforética se realiz6 un zimograma para la enzima RML
segun Jeff Wilkesman et al con ciertas modificaciones (53). Brevemente, el gel se incubo
durante 30 minutos a temperatura ambiente en una solucién de triton X-100 al 2,5%. Se
realizaron tres lavados de 15 minutos a temperatura ambiente con buffer fosfato 25mM pH 7.
Luego se sumergié el gel durante 10 minutos en una solucién de sustrato fluorescente muf
butirato 0,1uM en buffer fosfato 25mM pH 7. Una vez evaluada la actividad por medio de la
exposicion al UV y tomada la fotografia se procedio a la tincion por coomasie.

3.2.7 Evaluacion del efecto del Triton X-100 sobre la conformacion de las
lipasas

Para el caso del estudio del efecto del tritdn, las muestras se incubaron durante 1 hora con
diferentes porcentajes de Triton X-100: 0,25%, 0,5%, 1%, 2% y 5%. Luego se realizé una
corrida electroforética donde se hizo un SDS PAGE 10% (ver 3.2.5).
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3.2.8 Medidas de actividad

Se midi6 la actividad enzimatica por medio de espectrofotometria a 348 nm (E=5,150 M'‘cm™)
durante 2 minutos para la enzima soluble y 5 minutos para los inmovilizados.

Para realizar dicha medida se utilizaron cubetas de vidrio con 2,0 mL de buffer fosfato 25mM
pH 7 y 20 uL de p-nitrofenilbutirato (pNPB) 75 mM (disuelto en acetonitrilo) a 25°C. Una vez
finalizada la hidrolisis espontanea del pNPB (luego de dos minutos) se afadieron 20 pL de
enzima. La lipasa genera la hidrolisis del pNPB en p-nitrofenol y &cido butirco el cual es un
producto colorimétrico de color amarilo que puede ser seguido por medio del
espectrofotometro. Para realizar las medidas se debiod agitar bien la muestra. En el caso de los
inmovilizados se les agregé un pequefio iman y se tomé la muestra colocando el tubo de
ensayo con el iman sobre un agitador magnético (Equipo de Fisatom). Como blanco se utilizé
buffer fosfato con pNPB y todas las medidas se hicieron por duplicado. En los inmovilizados la
actividad se determiné de igual forma que la enzima soluble. La unidad de enzima se definié
como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la formaciéon de 1 umol de pNPB por
minuto (Ul), apH 7.0y 25 °C.

Se calcul6 mediante la siguiente férmula:

UI\ pendiente * 10000 * Vreqecion

Actividad enzimatica (ﬁ) = 5150 * Vpyima

3.2.9 Cuantificacion proteica

La cuantificacién proteica se realiz6 con el método del acido bicinconinico (BCA). Para esto se
utilizé un kit de Sigma y se siguieron las especificaciones del mismo (54). Este ensayo permite
determinar las concentraciones de proteinas que oscilan entre 0,5 pg/mL y 1,5 mg/mL El
ensayo se sigue por espectrofotometria donde el BCA vira de color verde a azul en funcién de
la concentracion proteica. Esto se logra por la reduccién dependiente de temperatura (65°C
durante 15 minutos) de los iones Cu®" a Cu* mediada por enlaces peptidicos. Esta reduccion
es proporcional a la cantidad de proteinas presentes en la muestra. Las moléculas del acido
bicinconinico reaccionan con el Cu® formando un color violeta-azul medido por el
espectrofotdmetro a 560 nm. Se realizé una curva de calibracion con BSA por duplicado y se
sembraron diferentes diluciones de las muestras por duplicado: 1/2, 1/5, 1/10 y 1/20 para las
tres enzimas
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3.2.10 Inmovilizacion de enzimas a soportes de silica

La inmovilizacién de las enzimas se realizé mediante dos técnicas: ya sea por atrapamiento o
por unién covalente. En ambos casos se realizaron en nanoparticulas de silica. Para lograr el
atrapamiento se utilizaron cuatro protocolos diferentes los cuales denominaremos:

1) Protocolo original PEI

2) Enzima aminada

3) Protocolo modificado PEI
4) Protocolo Sp

3.2.10.1 Protocolo Original

Para la sintesis siguiendo el protocolo original se utiliza PEI 10% a pH 8. Se utilizan 500 uL de
solucibn enzimética (correspondiente a 66, 85 y 116 Ul para TLL, RML y BTL2
respectivamente) con 250 uL de PEI y 250 uL de TMOS hidrolizado. Se homogeniza bien hasta
que se forme la silica. Una vez formada la silica se centrifuga durante 5 minutos a temperatura
ambiente a 5000g. Se recoge el sobrenadante y se procede a lavar la silica con NaCl 1M para
eliminar cualquier union débil. Posteriormente se realizan dos lavados mas con buffer fosfato
pH 7 y se deja la silica en este pH (55). Se mide la actividad del sobrenadante y de la silica (ver
3.2.8)

3.2.10.2 Enzima aminada

Para la aminacién se incuban 10 mL de etilendiamina 1 mol/L junto a 500 pL de solucién
enzimatica y 19 mg de carbodimida. Se incuba durante 2 horas y se realiza una cromatografia
gel filtracién para eliminar restos de dichas sustancias. Posteriormente se inmoviliza utilizando
el protocolo original (ver 3.2.10.1) y se mide la actividad del sobrenadante y de la silica (ver
3.2.8)

3.2.10.3 Protocolo modificado PEI

Para la sintesis siguiendo el protocolo nuevo se reduce el volumen de PEIl a 50 uL y luego se
procede como en el protocolo original (ver 3.2.10.1).

3.2.10.4 Protocolo Sp

Para la sintesis con Sp se utilizan 250 pL del mismo a 13mg/mL con 500 pL de enzima y 250
de TMOS. Al igual que con PEI se homogeniz6 bien hasta que se formoé la silica. Una vez
formada la silica se centrifuga durante 5 minutos a temperatura ambiente a 5000g. Se recoge
el sobrenadante y se procede a lavar la silica con NaCl 1M para eliminar cualquier unién débil.
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Posteriormente se realizan dos lavados mas con buffer fosfato 25mM pH 7 y se deja la silica en
este pH. Se mide la actividad del sobrenadante y de la silica (ver 3.2.8).

3.2.11 Inmovilizacion Covalente

Los soportes glutaraldehido fueron preparados activando previamente los grupos amino de la
silica. Se prepard 1 gramo de silica a partir de 2,5 mL de PEI 10%, 2,5 mL de TMOS y 5mL de
buffer fosfato 100mM pH 8. Luego se funcionaliz6 la silica con 2mL de una solucion de
glutaraldehido al 15% v/v en tampédn fosfato de sodio 200mM a pH 7. Se dejo en agitacion por
16 hs a 25°C. Se lavo con fosfato de sodio 25mM pH 7 y posteriormente con agua destilada.
Finalmente se afiadié 2,5 mL de una dilucién 1/10 de TLL (ver 3.2.3) 0 BTL2 (ver 3.2.2) (55).

3.2.12 Evaluacion de estabilidad a temperatura.

Para la evaluacion de la estabilidad se utilizaron los derivados enziméticos con alta actividad y
en paralelo se utiliza como control la enzima soluble. Se utiliz6 un termobloque a 65°C para
BTL2 y a 60°C para TLL y RML. Se realiz6 una medida a tiempo 0. Luego se realizaron
medidas a tiempo final (90 min).

3.2.13 Evaluacion de estabilidad en acetona.

La evaluacion de las enzimas solubles TLL, RML y BTL2 en acetona se llevé a cabo midiendo
la actividad de las mismas (ver 3.2.8) durante 5 horas luego de someterlas a 50% y 95 % de
acetona a temperatura ambiente. A su vez se hizo un blanco sin acetona conteniendo buffer
fosfato 25mM pH 7.

3.2.14 Reaccion para la generacion de biodiesel

La reaccion de sintesis se llevo a cabo utilizando una mezcla de reaccion conteniendo: 0,3 g de
derivado, 2 mL de hexano, 293 pL de aceite alto oleico y 146 pL de etanol. Antes de su
utilizacion el material de vidrio fue secado y el derivado se lavé con cantidades crecientes de
acetona (20%, 50%, 80%, 100%) para eliminar el agua contenida, Dicha mezcla se incub6 en
agitacion a temperatura ambiente durante 72 h para BTL2 y durante 24 h para TLL. Se
obtuvieron muestras para analizar en los tiempos: 1 hy 72 h para BTL2 y 24 h para TLL.
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3.2.15 Cromatografia en capa fina

Para el andlisis de la reaccion de biodiesel se realiz6 una cromatografia en capa fina (TLC).
Como fase moévil se utilizé6 una solucién con las siguientes relaciones: hexano 90, acetato de
etilo 10, acido acético 1. Se sembro en la placa de TLC 20 pL de la mezcla de reaccién y 20 pL
de un control conteniendo la mezcla de reaccién y la silica sin la enzima. A su vez se
sembraron 5 L de un estandar de oleato de etilo, 5 pL de un estandar de acido oleico y 5 uL
de aceite alto oleico. Una vez finalizada la siembra de la placa se coloc6 la misma en un
recipiente cerrado herméticamente conteniendo la fase movil. Se dejé subir la fase mévil hasta
el extremo superior de la placa y luego se la retir6 para su posterior secado a temperatura
ambiente. El revelado se llevé a cabo mediante una incubacion con iodo en un nuevo recipiente
hermético donde se comenzaron a visualizar las bandas.
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4. RESULTADOS OBTENIDOS:

4.1 Determinacion de contenido proteico en los preparados
enzimaticos.

Para determinar el grado de pureza en cuanto a las posibles proteinas contaminantes se
decidié realizar un SDS-PAGE. La pureza es importante al momento de inmovilizar las
enzimas, ya que la contaminacién con otras proteinas genera un menor rendimiento en la
relacion miligramo de enzima por miligramo de soporte. El objetivo fue inmovilizar las enzimas
deseadas y no otras proteinas que estuvieran contaminando las muestras, aumentando asi la
relacién lipasa/soporte. El resultado obtenido puede visualizarse en la figura 11. Segun la
bibliografia los tamafios de las enzimas son de 31,7 kDa, 29,5 kDa y 43 kDa para TLL, RML y
BTL2 respectivamente y en la figura se marcan con una flecha. Se aprecié un alto grado de
pureza de la enzima recombinante BTL2, por lo que la purificaciébn por cromatografia
hidrofébica resulté exitosa. Por otro lado, en los carriles 2 y 3 correspondientes a TLL y RML
(Figura 11) se puede observar una amplia variedad de bandas correspondientes a distintos
pesos moleculares. En el carril 2 correspondiente a TLL se observan bandas tenues de
aproximadamente 70 y 56 kDa y bandas mas intensas entre 40 y 35 kDa. Estas bandas
corresponden a otras proteinas presentes en el preparado comercial de SIGMA las cuales no
fueron identificadas. La banda correspondiente a TLL esta marcada con una flecha y se puede
observar que en proporcion al resto de las bandas su intensidad es menor por lo que es uno de
los productos minoritarios dentro del preparado comercial. Lo mismo ocurre en el carril 3
correspondiente a RML; se pueden observar bandas de 20 kDa, 25 kDa, 35 kDa
aproximadamente y una banda muy intensa de aproximadamente 59 kDa. Con respecto a la
banda correspondiente a RML esta se muestra indicada con una flecha préxima a 30 kDa y
también se encuentra en menor cantidad frente al resto de las proteinas presentes. La banda
de 59 kDa puede corresponder a la presencia de dimeros de RML ya que la banda es el doble
del peso molecular de la lipasa. Dicha banda presenta una intensidad mayor que la banda del
mondmero.

170 e Figura 11: SDS-PAGE
130 m— — para determinacion del
100 —  — contenido proteico en las
T — — enzimas utilizadas. Las
muestras se corrieron en
4513 —— -\\ un gel armado comercial
— de 4 a 12% gradiente.
35 = h_‘ Carril 1: Marcador de peso
25 molecular; Carril 2: TLL
——p = 1/10 comercial; Carril 3:
RML 1/10 comercial; Carril
L= - 4: BTL2
10 e R
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Con el fin de verificar la posible existencia de dimeros en RML se prosiguio a la realizacion de
un zimograma para la misma (Figura 12) y una electroforesis en presencia de diferentes
concentraciones de tritén (Figura 13) para evaluar si efectivamente la banda observada
corresponde a la posible presencia de dimeros.

En la técnica del zimograma posteriormente a la evaluacion de la actividad el gel debe ser
tefiido con coomasie (Figura 12). El resultado de la tincién con coomasie se puede visualizar en
la figura 12A. En los carriles 1 y 2 se sembré RML en distintas diluciones y se puede ver el
mondmero de unos 30 kDa y una banda de aproximadamente 60 kDa (supuesto dimero). Sin
embargo, en la figura 12B donde se evalla la actividad no se observé que la banda
correspondiente al posible dimero presentara actividad tanto para el carril 1 como para el carril
2 mientras que la banda correspondiente al monémero si presento actividad. De todos modos,
antes de descartar la existencia de un posible dimero se realiz6 una segunda estrategia para
confirmarlo (Figura 13).
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Figura 12: Zimograma para evaluar la presencia de dimeros en
RML. A) SDS- PAGE 10%: Carril 1: RML 1/10 comercial Carril 2:
RML 1/20 comercial. B) Zimograma luego de 6 minutos Carril 1:
RML 1/10 comercial; Carril 2: RML 1/20 comercial

Esta segunda aproximacion consisti6 en someter a RML a diferentes concentraciones del
detergente Tritdn el cual deberia ser capaz de disociar el dimero. Las diferentes fracciones de
RML fueron corridas en una electroforesis de proteinas (Figura 13). En la misma se pudo
apreciar como en los carriles con altas concentraciones de Tritdn la corrida se distorsiona. Se
muestra que las altas concentraciones de tritdn interfirieron con la corrida. Sin embargo, fue
posible determinar que no hubo un aumento de la banda del monémero (29,5 kDa) en
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detrimento de la banda del posible dimero en presencia de Triton. Este resultado, sumado al
del zimograma, determind que no hubo evidencia suficiente para afirmar que existiera un
dimero de RML; o que este existiera en una concentracién apreciable.

170
130
100
70

55
40

35

25

15

10

Figura 13: SDS-PAGE al 10%. Evaluacion de la presencia de
dimeros de RML a partir de concentraciones decrecientes de
Triton X-100 .Carril 1:Marcador de peso molecular; Carril 2: RML;
Carril 3: RML+5% Triton X-100; Carril 4: RML + 2% Tritén X-100;
Carril 5:RML + 1% Tritdn X-100; Carril 6: RML + 0,5% Tritén X-
100; Cariil 7:RML + 0,25% Triton X-100.

4.2 Determinacion de la actividad enzimatica y de actividad
especifica

Se realizaron las medidas de concentracion proteica para cada preparacion enzimatica
mediante el método de BCA (ver 3.2.9). Por otro lado, se midio la actividad de cada una de las
muestras (ver 3.2.8) con la finalidad de realizar los célculos de actividad especifica. La tabla 2
muestra los valores calculados para cada una de las muestras. La actividad especifica de BTL2
fue sustancialmente superior (aproximadamente 1000 veces) a la actividad especifica de las
otras enzimas. Esto se correlaciond perfectamente con los resultados de la corrida
electroforética (Figura 11) donde en el carril 4 se observa una Unica banda que se correlaciona
con el peso molecular de BTL2, mientras que en el caso de las preparaciones comerciales
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tanto de TLL como RML estas presentan una gran variedad de proteinas que no corresponden
a las enzimas de interés; lo que se traduce en una actividad especifica inferior.

Tabla 2: Medidas de concentracidon proteica, actividad y actividad especifica de los
preparados enzimaticos conteniendo las enzimas TLL, RML y BTL2.

. Concentracion o Actividad
Enzima (mg/mL) Actividad (Ul/mL) especifica (Ulimg)
TLL
RML
BTL2

4.3 Purificacion de RML

Dado los resultados presentados previamente se decidié realizar una purificaciéon de la enzima
comercial RML (ver 3.2.4). De acuerdo a la tabla 1 la actividad especifica fue muy baja para
RML y TLL. La purificacion mediante cromatografia hidrofébica en batch resulté exitosa para
BTL2; de acuerdo a los resultados obtenidos de una alta actividad especifica y una Unica
banda en la corrida electroforética. Por lo tanto, se procedi6 a purificar RML mediante el mismo
método (ver 3.2.4)

Se realiz6 un analisis por SDS-PAGE de las proteinas (Figura 14) con las distintas fracciones
recogidas en cada paso de de la purificacién: RML %2, material no unido, lavado y eluido
(carriles 1-4). De acuerdo a la figura se puede observar a grandes rasgos que el carril 4
correspondiente al eluido presenta tan solo dos bandas una de 30 kDa correspondiente a RML
y una de aproximadamente 60 kDa. El carril 1 corresponde a RML gel filtrada y se puede
observar una gran cantidad de bandas correspondientes a otras proteinas. Las mas
importantes son de 60 kDa y 30 kDa coincidiendo esta ultima con el peso molecular de RML.
Ademés aparecierion bandas de menor peso molecular proximas a 20 kDa y 15 kDa. El carril 1
se asemeja al carril 3 de la figura 11 donde la banda de 60 kDa es practicamente el doble de la
de 30 kDa. Sin embargo, si se compara el carril 1 con el carril 4 de la figura 14 se puede
observar que la banda de 60 kDa se torna mas tenue que la banda de 30 kDa. Este resultado
es fruto de la purificacion del preparado comercial. A su vez se puede observar en la figura que
la cantidad de bandas es menor en cada carril. En el carril 3 que corresponde al lavado se
puede observar nuevamente bandas que corresponden a los pesos moleculares de 60 kDa y
30 kDa. En este caso se observa que hay una proporcion significante de RML que interacciona
débilmente con la octil agarosa y por eso se desorbe en el lavado al igual que ocurre con la
banda de 60 kDa. Luego de realizada la corrida electroforética se procedié a la cuantificacion
de proteinas y su posterior evaluacién de la actividad especifica. De acuerdo a los gréficos
(Figura 15 y 16) se pudo determinar que el eluido presenta una gran actividad especifica lo
cual concuerda con la corrida electroforética donde practicamente hay solo dos bandas por lo
tanto la purificacién fue exitosa.
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Del analisis de los graficos observamos que en la figura 15 la determinacion de la suma de las
actividades totales del material no unido, del lavado y del eluido es levemente superior que la
actividad total ofrecida. Nosotros creemos que esto se debe a errores en las medidas
espectrofotométricas las cuales se ven evidenciadas en los desvios estandares presentes 0 a
trazas de Tritén X-100 el cual puede estar generando una hiperactivacion en el eluido.

Si comparamos la actividad especifica que se obtuvo inicialmente del preparado comercial de
RML sin los pasos previos de purificacion (Tabla 2) con los valores obtenidos a partir de la
purificacion con octil (Figura 16) podemos observar que la actividad especifica en el eluido
aumenté aproximadamente 200 veces. A pesar de que por este nuevo paso de purificacion se
obtuvo la enzima con una pureza mayor, no se pudo continuar trabajando con la misma ya que
perdia un 80% de su actividad en menos de 24hs a 4°C. Por lo tanto, en los sucesivos
protocolos a realizar y debido a las horas disponibles en el laboratorio no fue posible trabajar
con este material de manera exitosa.
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Figura 15: Actividad total de RML luego de purificacion mediante cromatografia
hidrofébica en batch. La actividad del eluido junto con el lavado y la enzima no unida es
mayor que la actividad ofrecida.

600

500

400

300

200

Actividad Especifica (U/mg)

100

0 L ———

Ofrecido No Unida Lavado Eluido
Fraccion

Figura 16: Actividad especifica de RML luego de purificacion mediante cromatografia
hidrofébica en batch. La actividad especifica del eluido es aproximadamente 500 veces mayor
que la actividad del lavado, de la enzima no unida y del ofrecido.
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4.4 Ensayos de estabilidad en presencia de acetona

El trabajo tiene como objetivo final la produccion de biodiesel. Para su generacion, como se dijo
anteriormente, se debe llevar a cabo una reaccién en ausencia de agua. Para ello es necesario
secar la enzima a utilizar. Un método muy comin de secado es utilizar acetona. Sin embargo,
se debe conocer si las enzimas son capaces de resistir dicho procedimiento. Por lo tanto, se
procedid a realizar ensayos de estabilidad de las enzimas frente a concentraciones de 50% vy
95% de acetona (Figura 17-21).

RML no fue resistente a una concentracion de 50% de acetona (Figura 17). Tras su agregado
la enzima bajo la actividad drasticamente hasta menos de un 10% de su actividad inicial. Esto
permite evidenciar que posiblemente RML no sea el mejor candidato para la sintesis de
biodiesel ya que podria no resistir el procedimiento de secado con acetona (dato no realizado
para el inmovilizado). Se deberia ensayar otro método de secado para evaluar su resistencia.
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Figura 17: Estabilidad de RML en presencia de 50% de acetona en comparaciéon a la
enzima sin acetona. A tiempo 0 , RML en presencia de 50% de acetona pierde un 90% de su
actividad

Por otro lado, TLL si demostrd ser estable a altas concentraciones de acetona (Figura 18-19)
Luego de 5 horas de exposicién, su actividad se vio practicamente invariada al compararla con
la enzima sin presencia de acetona. Ademas se debe tener en consideracién que en el proceso
de secado la enzima esta expuesta a la acetona por periodos de tiempo mucho menores
(aproximadamente unos 5 minutos). Por lo tanto se puede afirmar que TLL es una enzima apta
para ser secada mediante acetona.
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Figura 18: Evaluacion de estabilidad de TLL en presencia de 50% de acetona en el
transcurso de 5 horas. Si se compara el porcentaje de actividad entre TLL sin acetona y con
50% de acetona luego de 5 horas se puede observar que hay una disminucién en la actividad
de TLL sin acetona mientras que TLL con 50% de acetona aumenta aproximadamente un 10%
su actividad.
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Figura 19 Evaluacion de estabilidad de TLL en presencia de 95% de acetona en el
transcurso de 5 horas. Si se compara el porcentaje de actividad entre TLL sin acetonay TLL
con 95% de acetona luego de 5 horas se puede observar que hay una disminucién en la
actividad de TLL con 95% de acetona.
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BTL2 también es resistente a la exposicion a la acetona (Figura 20-21). Su actividad se vio
levemente reducida al ser expuesta a la acetona por periodos prolongados; tomando como
referencia la actividad de la enzima sin acetona. Por lo tanto, BTL2 también es apta para el
procedimiento de secado con acetona

Sin embargo, al igual que sucedié con TLL, la variacion de la actividad de la enzima sin
acetona fue diferente. Mas alla de posibles errores de manipulacion, esto demuestra como es
necesario correr un control (la muestra sin acetona) al realizar cada experiencia.
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Figura 20: Evaluacion de estabilidad de BTL2 en presencia de 50% de acetona en el
transcurso de 5 horas. Si se compara el porcentaje de actividad entre BTL2 en sin acetona y
BTL2 con 50% de acetona luego de 5 horas se puede observar que hay una disminucién en la
actividad de ambas fracciones con respecto al tiempo 0.
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Figura 21: Evaluaciéon de estabilidad de BTL2 en presencia de 95% de acetona en el
transcurso de 5 horas. Si se compara el porcentaje de actividad entre BTL2 en sin acetona y
BTL2 con 95% de acetona luego de 5 horas se puede observar que hay una leve disminucion
en la actividad de BTL2 con 95% de acetona.

4.5 Generacion de inmovilizados enzimaticos

Una vez que se determind con que preparados enzimaticos trabajar se procedié a la
generacion de inmovilizados enzimaticos. En una primera instancia se utilizé el protocolo
original (ver 3.2.10.1) donde los tres preparados enziméticos TLL, RML y BTL2 se sometieron
al atrapamiento en nanoparticulas de silica. Para determinar la cantidad de enzima
inmovilizada se midi6 la actividad de: enzima ofrecida, sobrenadante y la enzima inmovilizada
en silica. A partir de estos valores se gener6 la tabla 3 donde se muestran las unidades para
cada fraccion. Las medidas de actividad fueron graficadas (Figura 22). En esta figura se
observa que el porcentaje de actividad en el sobrenadante es aproximadamente 10%, 60% y
100% para TLL, BTL2 y RML respectivamente. Este resultado sugiere que un 90% de TLL y un
40% de BTL2 puede encontrarse inmovilizado. Sin embargo, la actividad de estas enzimas no
se vio reflejada en la silica lo cual puede deberse a que se inmovilizaran parcialmente o por
adsorcion y al lavarse se desunieron por tratarse de uniones débiles. Con respecto a RML esta
enzima permanecié en su totalidad en el sobrenadante, es decir, no fue posible atraparla en
silica. Este resultado se ve reflejado en la tabla 4 donde se tienen los valores porcentuales para
inmovilizado, actividad inmovilizado y rendimiento.
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Tabla 3: Valores de las unidades ofrecidas previo a la inmovilizacién, unidades en el
sobrenadante y unidades en la silica.

Unidades Ofrecidas | Unidades en el Sobrenadante | Unidades en la silica

(U1 (U1) (un

Enzima

TLL

RML

BTL2
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OBTL2
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20 +

i|_1_|

sobrenadante silica

Figura 22: Inmovilizacion de TLL, RML y BTL2 en PEIl con protocolo original. No hay
actividad en la silica para ninguna de las tres enzimas.

Tabla 4: Porcentaje de inmovilizacion teérico, de actividad de inmovilizacién y
rendimiento para TLL, RML y BTL2.

. Inmovilizado Actividad inmovilizado . 0
Enzima Tebrico(%) (%) Rendimiento(%)
TLL 91+2 2+1 2+1
RML
BTL2 42 +1 4+1 9+2

Con estos resultados obtenidos, aparecid la necesidad de adecuar el protocolo de
inmovilizacién. Para ello, primeramente se probé la aminacién de una de las enzimas (TLL) a
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25°C y a una temperatura mas baja de 4°C para mantener la enzima estable, sin lograr
mayores resultados (Figura 23). No se logré inmovilizar TLL en silica a pesar de que dicho
protocolo, en teoria, mediante la aminacién con carbodimida genera grupos amino extra en las
proteinas favoreciendo la catalisis de la solubilizacion del TMOS beneficiando asi su
atrapamiento. Si bien la actividad enzimatica en el sobrenadante fue menor a la ofrecida, la
actividad expresada en las nanoparticulas de silica fue menor al 1%. Nuevamente aqui o
existid una inactivacién de la enzima tras su atrapamiento en silica o la misma se perdio tras
los lavados si se encontraba unida a la misma por adsorcion.
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Figura 23: Inmovilizacion de TLL en PEI por medio de previa aminacién con carbodimida
a 4°C y 25°C. No se logré inmovilizar activamente.

Posteriormente se intentd cambiar la estrategia de inmovilizacién hacia una inmovilizacién
covalente. En este caso se intentaron inmovilizar TLL y BTL2 (Figura 24-25). Se obtuvieron
resultados moderadamente buenos para BTL2, al llegarse a una actividad del inmovilizado
superior al 40% con respecto a la actividad de la enzima soluble ofrecida. Por otro lado, con
TLL no fue posible obtener un inmovilizado con una actividad baja ya que el porcentaje de
actividad del inmovilizado fue menor al 10%. A su vez se puede observar que la actividad en el
sobrenadante es menor al 5% sugiriendo que pudo haberse inmovilizado un 95% de la enzima,
aunque dicho porcentaje de actividad no pudo ser detectado. Esto puede deberse a que se
perdié enzima en los lavados o que al tratarse de una unién covalente la enzima se inactivo
dado que este método puede resultar mas agresivo que el atrapamiento.
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Figura 24: Inmovilizacion de TLL en silica por unién covalente con glutaraldehido. Se
logro inmovilizar TLL en silica con un porcentaje menor al 10%. En el sobrenadante la
actividad fue proxima a 0%, sin embargo esto no se vio reflejado en la cantidad de enzima
inmovilizada.
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Figura 25: Inmovilizacion de BTL2 en silica por unién covalente con glutaraldehido. Se
logré inmovilizar BTL2 en silica con un porcentaje superior al 40%.

Con la finalidad de aumentar el porcentaje de inmovilizaciéon y el rendimiento, se modificé el
volumen de PEI utilizado en el protocolo original (de 150 pL a 50 pL) y se ensay0 su sustitucion
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por 250 pL de Sp para las tres lipasas en cuestion (Figura 26-28). Dichos resultados fueron
tabulados en la tabla 5.

Para TLL se obtuvieron derivados enziméticos con buenas actividades tanto para PEI (80%)
como para Sp (80%). Es de notar que se obtuvieron rendimientos por encima del 100%, ya que
los inmovilizados presentaron una mayor actividad a la esperada teniendo en cuenta la
cantidad de proteina inmovilizada. Sin embargo, si se observan las barras de error que se
presentan en la silica para PEIl y Sp estas son significativas por lo tanto la actividad en el
inmovilizado podria ser menor variando asi el rendimiento final.

Para RML la actividad del sobrenadante inmovilizando con Sp fue inferior a la del sobrenadante
inmovilizando con PEI, esperdndose una actividad teérica de los inmovilizados de 83% para Sp
y 70% para PEIl. Sin embargo, PEI brind6 mejores resultados (47%) que Sp (6%). Los
resultados utilizando Sp fueron marcadamente inferiores. Esto puede deberse a 2 factores: por
un lado, el agregado de Sp pudo haber resultado agresivo para la enzima ocasionando que
esta pierda su actividad, por otro lado se pudo haber perdido enzima en los pasos de lavado,
es decir, enzima que aunque no estuviera en el sobrenadante no estaba correctamente
inmovilizada. Algo similar ocurrié con BTL2. Utilizar PEI en la nueva cantidad fue ampliamente
superior a utilizar Sp (61,1% frente a 10,4%).

La inmovilizacion de TLL fue marcadamente superior a la de las otras enzimas. Por otro lado, si
bien la utilizacion de Sp fue minimamente superior para su caso, esto no se repitié para las
otras enzimas. De hecho, PEI resultdé ser acentuadamente mejor en el resto de los casos. La
utilizacion de PEI en el nuevo volumen (50 pL) permite la aplicacion del mismo protocolo para
las 3 lipasas.

Cabe destacar que este nuevo protocolo es completamente superior al original. Las actividades
de los inmovilizados con el protocolo original eran inferiores al 5% de la actividad de las lipasas
ofrecidas en todos los casos.
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Figura 26: Inmovilizaciéon de TLL por atrapamiento mediante protocolo nuevo de PEl o
con SP. Se logré inmovilizar TLL en PEI (80%) y en Sp (80%).
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Figura 27: Inmovilizacion de RML por atrapamiento mediante protocolo nuevo de PEIl o
con SP. PEI brindd mejores resultados (47%) que Sp (6%).
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Figura 28: Inmovilizacién de BTL2 por atrapamiento mediante protocolo nuevo de PEl o
con SP. Se logro inmovilizar BTL2 utilizando PEI y Sp. La utilizacion de PEI fue ampliamente
superior a utilizar Sp (61,1% frente a 10,4%).

Tabla 5: Porcentajes de tedrico inmovilizado, rendimiento y actividad de inmovilizado
para TLL, RMLy BTL2

Teorico Actividad Rendimiento
Enzima Soporte Inmovilizado (%) Inmovilizado (%) (%)

e | pe | a0s10 | 80s2 180 + 90

RML “

BTL2 PEI 90,4+0/4 61,1+0,6 68+ 1

4.6 Ensayos de estabilidad a altas temperaturas

Posteriormente se realizaron ensayos de estabilidad a altas temperaturas para los
inmovilizados, junto con las enzimas solubles utilizadas como referencia. La figura 29 muestra
la diferencia de actividad de TLL al estar expuesta a una temperatura de 60°C durante 90
minutos. El inmovilizado con PEI resulté ser mas estable que aquel hecho con Sp, pero
sobretodo y mas importante aun, mas estable que la enzima soluble.
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Figura 29: Evaluacion de estabilidad de TLL inmovilizada en PEIl, en Sp y en estado
soluble a 60°C en el transcurso de 90 minutos. Se puede observar que la enzima permanece
mas estable cuando se encuentra inmovilizada en PEI permaneciendo activa en mas de un 70%.

En la figura 30 se graficé el ensayo de estabilidad correspondiente a RML a 60°C. En este caso
no se pudo realizar el ensayo para la enzima inmovilizada utilizando Sp ya que la actividad
inicial que presentaba era muy baja y no permitia distinguir variaciones suficientemente
confiables a lo largo del ensayo. En este ensayo se determind que las actividades finales
resultaron muy similares como para afirmar una superioridad de alguna de las muestras. De
todas formas el ensayo comprobd que la inmovilizacion de RML con PEI no le brinda un
aumento en su estabilidad.
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Figura 30: Inmovilizaciéon de RML 60 °C inmovilizada en PEl y en estado soluble a 60°C
en el transcurso de 90 minutos. Las actividades finales resultaron en una disminucidn en la
actividad muy similar tanto para la soluble como para la inmovilizada en PEI.

Para el caso de BTL2 el ensayo de estabilidad se realizé a una temperatura de 65°C como
muestra la figura 31. Al igual que RML, BTL2 no presenté un aumento de su estabilidad al ser
inmovilizada. Las pequefias variaciones de actividad a tiempo final son menores que los
desvios por lo que no se puede afirmar la superioridad de ninguna de las muestras.
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Figura 31: Evaluacion de estabilidad de BTL2 inmovilizada en PEIl, en Sp y en estado
soluble a 65°C en el transcurso de 90 minutos. BTL2 no presentd un aumento de su
estabilidad al ser inmovilizada.

4.7 Aproximacion a la produccion de biodiesel

Finalmente se realizaron ensayos de generacion de biodiesel para BTL2 y TLL inmovilizada
con PEI. Se eligieron dichos inmovilizados por lograr un alto porcentaje de actividad con
respecto a la enzima soluble, lo que resulta en una baja cantidad de enzima perdida en el
proceso de inmovilizacion. Por otro lado, el inmovilizado de TLL presento la ventaja de mostrar
una mejora en la estabilidad con respecto a la enzima soluble.

Para realizar el ensayo de sintesis los inmovilizados fueron secados con acetona (ver 3.2.14) y
si bien tras realizado este paso los inmovilizados no se midieron en cuanto a su actividad los
ensayos de las enzimas solubles en acetona eran prometedores en cuanto a su resistencia al
solvente. Las reacciones de generacién de biodiesel fueron posteriormente corridas en una
cromatografia en capa fina (Figura 32 y 33).

La reaccion de BTL2 (Figura 32) fue una primera aproximacion en la cual se sacaron muestras
tanto a 1 como a 72 horas. En la TLC se corrieron ademas una muestra de aceite y dos
estandares: acido oleico y oleato de etilo. Todas las muestras corrieron satisfactoriamente. En
este ensayo no se pudo corroborar la generacion de biodiesel en ninguno de los dos tiempos.
Sin embargo, al comparar las reacciones con el aceite, se pudo observar la presencia de una
nueva banda inferior en la muestra tomada a las 72 horas. Esta banda podria corresponder a
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los monoglicéridos; siendo las dos bandas préximas por encima las correspondientes a los
diglicéridos.

Para TLL (Figura 33) se obtuvo una muestra a las 24 horas y se corri6 ademéas un control
negativo correspondiente a la silica sin enzima. En este caso la reaccion de generacion de
biodiesel fue exitosa. Se comprobd la existencia de una banda que se corresponde con la del
estandar de oleato de etilo. Por otro lado la banda correspondiente a los triglicéridos se vio
fuertemente disminuida. Esto era de esperar ya que para producir biodiesel la enzima degrada
los triglicéridos.
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Figura ~32: Cromatografia Figura 33: Cromatografia

hidrofébica (TLC); Carril 1:

A hidrofobi TLC
oleato de etilo; Carril 2: Acido idrofobica ( ) para

oleico; Carril 3: Aceite alto
oleico; Carril 4: muestra BTL2
1h; Carril 5: muestra BTL2 72
h. No se observa la generacién
de oleato de etilo para las
muestras de BTL2 en la mezcla
de reaccion. En las muestra de
BTL2 72hs hay presencia de
monoglicéridos y diglicéridos
(1,2 o 1,3) mientras que en la
muestra de BTL2 1h soélo hay
presencia de monoglicéridos.

evaluacion de la generacion de
biodiesel; Carril 1: Acido oleico;
Carril 2: Oleato de etilo; Carril 3:
Aceite; alto oleico Carril 4:
Muestra TLL silica 24hs; Carril 5:
Control muestra silica sola. Hay
produccion de oleato de etilo.
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5. DISCUSION

En el transcurso de este trabajo se logro caracterizar e inmovilizar de forma exitosa tres lipasas
provenientes de distintos organismos. En un principio no se lograron buenos niveles de
inmovilizaciones siguiendo los protocolos establecidos en el laboratorio. Los rendimientos
obtenidos con el protocolo original eran muy bajos (obteniéndose derivados con una actividad
inferior al 10%). Esto invalidaba la posibilidad de continuar con los subsiguientes objetivos
especificos del trabajo. Se descarté la posibilidad de que la inmovilizacion de las lipasas (TLL y
RML) se viera desfavorecida por la presencia de otras proteinas. Se pensé en un primer
momento que dichas proteinas hipotéticamente podrian ser mas afines a atraparse en la silica
desplazando a las enzimas de interés. Sin embargo, este mismo efecto de no inmovilizacion
ocurrié con BTL2 la cual se encontraba realmente pura como fue revelado en la electroforesis
de proteinas (Figura 11). Por este motivo se continué con la exploracién de nuevas estrategias
de inmovilizacion que brindaran un mayor rendimiento.

La aminacion de las enzimas no fue una metodologia que brindara una solucién a la
probleméica. Sin embargo, no se profundiz6 con esta metodologia ni se exploré con la totalidad
de las enzimas. Por lo tanto no podemos descartar que futuros protocolos en los cuales se
controle la cantidad de grupos amino incorporados a las enzimas puedan ser exitosos.

Con respecto a la inmovilizacién covalente con glutaraldehido se logré inmovilizar TLL en un
porcentaje préximo a 10% y BTL2 en porcentaje mayor al 40%. En el caso de la inmovilizacion
de BTL2 se podria haber continuado trabajando con este inmovilizado. Sin embargo, dado que
no se lograba inmovilizar TLL ni RML por ninguna de las metodologias planteadas, se continué
con la busqueda de un protocolo de inmovilizacién de lipasas general. En nuestro trabajo se
continué realizando inmovilizaciones de BTL2 con otros protocolos. Sin embargo, hubiera sido
interesante haber evaluado la estabilidad de BTL2 glutaraldehido y su potencial aplicacion en la
sintesis de biodiesel, dado que en la primera aproximacion que se realiz6 con BTL2
inmovilizada con PEI no se logré la sintesis.

Los resultados obtenidos utilizando el protocolo de Sp tampoco cumplian con nuestras
expectativas de lograr la inmovilizacion de las tres enzimas con un mismo método. Sin
embargo, la reduccién en la cantidad yuL de PEI utilizados en la sintesis generé resultados
ampliamente satisfactorios. Altos porcentajes de las tres enzimas fueron inmovilizados
activamente. Creemos que la disminucion en la concentracion final de PEI en la inmovilizacion
pueda significar una reduccion en la cantidad de cargas positivas presentes, las cuales si bien
son necesarias para la polimerizacion del TMOS, quizas hayan generado la repulsiéon de las
lipasas. De esta forma la inmovilizacion pudo ser exitosa. Sin embargo, se tendrian que
plantear una serie de nuevos experimentos para confirmar dicha hipotesis.

En una primera instancia pensamos que BTL2 era la lipasa més promisoria dada su resistencia
a la acetona y la alta pureza observada en el primer resultado de este trabajo. Con lo cual
suponiamos obtener soportes con una alta carga de enzima y resistencia a solventes
organicos. Sin embargo, si bien el derivado generado presentd una alta actividad, este no fue
capaz de producir biodiesel el cual era nuestro principal objetivo. Es por este motivo que
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inicialmente no se debe tomar una decision apresurada en cuanto al soporte a utilizar o a la
enzima con la cual trabajar. De hecho, siempre se debe explorar una amplia gama de opciones
y no siempre la que tedricamente parece mas légica resulta ser la mas exitosa. En nuestro
caso el hecho de haber trabajado con las otras enzimas fue muy importante ya que permitié
llegar a la exitosa generacién de biodiesel con al menos una de ellas (TLL).

Seria interesante continuar trabajando en la purificacién de las enzimas comerciales previo a
su inmovilizacién ya que presentarian una actividad especifica mucho mayor que la enzima
comercial diluida. De este modo se podria llegar a aumentar la actividad de los inmovilizados al
ofrecerle al soporte la enzima de interés en mayor proporcion. RML perdié su actividad al dia
siguiente de haberla purificado; por lo tanto no se pudo seguir con la inmovilizacién. Sin
embargo, se podria probar inmovilizarla inmediatamente después de la purificacion. A los
efectos del trabajo y el tiempo que requeria esto no se pudo realizar.

La exitosa generacion de biodiesel es un hito destacable de este trabajo, que permite delinear
nuevas perspectivas y objetivos a futuro. A futuro seria interesante realizar ensayos de
reutilizacion de los inmovilizados. Por otro lado, también se podrian realizar ensayos para
determinar el tiempo minimo de generacién de biodiesel, sacando muestras a distintos tiempo
en lugar de una Unica muestra a tiempo final. Ademas se podria llegar a valores de conversién
cuantitativos mediante la utilizacién de un equipo cromatografia de alta performancia (HPLC).
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6. ANALISIS ECONOMICO

Este trabajo es una primera exploracién en la generacion de biodiesel y no aplica la realizacion
de un andlisis econémico.
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7. CONCLUSIONES

e Se logré la optimizacion de un protocolo de inmovilizacién por atrapamiento en
nanoparticulas de silica biomimética, alcanzandose actividades de los inmovilizados de
80%, 47%, y 61,1% para TLL, RML y BTL2 respectivamente (con respecto a la enzima
ofrecida). Este protocolo podria ser explorado para otras lipasas y podria ser extendido
como un protocolo general de inmovilizacién de lipasas.

e Se obtuvo un inmovilizado estable a altas temperaturas para dicho protocolo para la
enzima TLL.

e Se llevé a cabo exitosamente la generacion de biodiesel por medio del mismo
inmovilizado de TLL.

e Durante este trabajo de tesis se logré una buena familiarizacion con las técnicas de
rutina de laboratorio (manejo de enzimas, proteinas, electroforesis, espectrofotometria,
etc). Se adquirid un espiritu critico en cuanto al andlisis de resultados, discusién y
presentacion de los mismos; permitiendo culminar nuestra formacién académica con
una aproximacion al trabajo en los laboratorios de investigacion.
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