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Summary

The search for new environmentally benign non-agsesolvents, which can easily be
recovered/recycled, together with the use of rglaedective and efficient catalysts are two of
the main goals for the development of green/susidén chemical processes. Solvents are
usually used as auxiliary materials in chemicaltlsgsis, where they act as media for mass-
transport, reaction and product separation. The magority of solvents used in academic and
industrial laboratories are molecular liquids, Imgiimg to the group of volatile organic
compounds (VOCs). They are responsible for a lge of the environmental problems of
processes in the chemical industry, and have 4 gngact on cost, safety and healkhy( toxic,
flammable and/or corrosive compounds). Furthermohejr recovery and reuse is often
associated with energy-intensive distillation andmetimes cross contamination. The
substitution and/or elimination of VOCs is not asy task, because they are key elements for
chemical processes.@.dilution of the reactants and/or the catalystqrtavide an environment
where reactants meet, the assistance for the haraoge distribution of the energy needed for
the reaction activation, or the dissipation of #reergy generated by an exothermal reaction,
effects on performance of the catalysts, to fatéitproduct separation by changes in product

solubility, etc).

Nowadays, ionic liquids (ILs) are the non-aqueouseg solvents, also named neoteric
solvents that receive most attention worldwide.yTaee a new class of liquid solvents that have
led to a new green chemical revolution, becauséheif unique array of physical-chemical
properties headed by their negligible vapour pnessuhich makes them suitable for numerous
industrial applications. However, the goal of gredmemistry is much more than simply

replacing hazardous solvents with environmentadpigpn ones. The selectivity of catalyzed
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processes is just as important, because of thertempe to avoid undesired reactions and/or by-
products, and facilitate products recovery. Themfion of waste is also linked to the
traditional use of stoichiometric amounts of redagenSwitching from stoichiometric
methodologies to catalytic processes is perceigesha major way to improve the efficiency of
the synthetic toolbox. Thus, the greenness of atelniansformations is closely related to the
use of both the catalytic and the engineering agagives. Catalysis can improve tiféatency of

a reaction by lowering the energy input requirgdaioiding the use of stoichiometric amount
of reagents, and by greater product selectivithis regard, Nature has always been a source of
inspiration for chemists. To transfer the exquigtéciency shown by enzymes in Nature to
chemical processes may constitute the most poweéokibox for developing a clean and
sustainable chemical industry. Enzymes, which heecatalysts of living systems with active
sites designed to fit specific substrates, may vbeltome the most suitable catalysts in
chemistry since they are able to accelerate sted@mo- and regioselectively different
chemical transformations, under very mild experitaenconditions (low pressure and
temperature, aqueous medium, etc.). They offeiifsignt advantages with respect to catalyzed
reactions by other means. The large surface coatdablished between a typical enzyme and
its substrate together with the well-defined actieatre, offers high potential for regiocontrol,
and for stereocontrol: only one area (regiocontamlyi face (stereocontrol) of the substrate is
well positioned with respect to the catalytic centwhile the remainder of the molecule is
excluded. As a result, a substrate molecule cagnaficlude multiple functions of similar
reactivity, but only one of which will be the fawewd target for enzyme-catalyzed

transformation (chemoselectivity).

Great variety enzyme-catalyzed reactions have baecessfully demonstrated at laboratory
scale, offering clear advantages for the synthafseantiopure fine chemicals against any other
kind of catalysts. Even the chemical industry iplesing the great potential of biocatalysis to
manufacture both bulk and fine chemicals. Furtheenbdy using enzymes in non-aqueous
environments, rather than in their natural aqueoeaction media, their technological
applications can be greatly enhanced because ofataytic promiscuity that results in the
expansion of the repertoire of biotransformatichmong the most used enzymes, lipases have
gained a clear predominance, exhibiting a wideifipgyg to recognize very different substrates,
and catalyzing different reactions used in pharmécals and drugs production, biodiesel, or

foods.

Over the past two decades, strategies based oneamgig of reaction medium, substrate
and biocatalysts have been developed to demonsttguitability of enzymes as catalysts for
chemical processes in non-aqueous environmentsg becently applied to both conventional

organic solvents and new green non-agueous solv&dsgeral key elements should be
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considered for developing biocatalytic processdagugonic liquids, including downstream
steps and/or continuous operation, to push towdmtlg green approaches for chemical

processes.

Greenness in chemical processes begins with dastalyiszymes, as catalysts of living systems,
clearly constitute an arsenal of green catalystsiiemical processes. Enzymes are proteins with a
high level of architectonic organization. The stuwe-function relationships in enzymes are key for
catalytic activity, because enzyme functions stipdgpends on its native conformation, which is
maintained by a high number of weak internal irtéoas €.g hydrogen bonds, van der Walls
interactions, etc), as well as supramolecular act@ns with other surrounding molecules, mainly
water as natural solvent of cells. Enzymes aregdesi to function in aqueous solutions within a
narrow range of environmental conditioresg. pH, temperature, pressure, etc), which in fact
establish the limits of life on our planet. Out tifese conditions, enzymes usually are
deactivated as a consequence of a loss of natieromation through unfolding. Developments
in genomics, directed evolution and our exploitataf the natural biodiversity have led to
improvements in the activity, stability and spegffi of enzymes, accompanied by a huge
increase in the number and variety of their indalsapplications. From the functional point of
view, the potential of enzymes as practical catslgannot be doubted, since their activity and
selectivity (stereo-, chemo- and regio- selectjvity catalyzed reactions are far-ranging. In this
context, the market for enantiopure fine chemiealsontinuously growing, making enzymes the
most suitable catalysts for green synthetic preseddowever, the use of biocatalysts in aqueous
media is limited because most chemicals of intasstinsoluble in water. Furthermore, water is
not chemically inert and usually gives rise to e side reactions. There are numerous
potential advantages at employing enzymes in noe@as environments or reaction media
with low water contentif. in the presence of organic solvents and/or adshjiv These
advantages include the dramatically higher soliybithat can be reached in the case of
hydrophobic substrates, the insolubility of enzymddch makes them easy to reuse, and the
elimination of microbial contamination in reactoProbably the most interesting advantage of
using non-aqueous environments for enzyme catabrises when hydrolytic enzymes.d
lipases, esterases, proteases, glycosidases, ret@palied, because of the ability of these
enzymes to catalyze synthetic reactions. For exanijpases have been used in synthetic
organic chemistry to catalyze various kinds of tieas, such as hydrolysis, esterification,
transesterification by acidolysis, transesterifarat by alcoholysis, inter-esterification and
aminolysis. Because of the reversibility of equiliin, these hydrolases accelerate both the
forward and the reverse reaction to the same deghemging the rate but not the equilibrium.
The position of the equilibrium alone determinesethler a particular bone @ ester, amide,

etc) is preferentially generated or destroyed imivgen hydrolase-catalyzed reaction. The
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synthetic mode of action needs the chemical equifibto be shifted towards the condensation
product as a result of a drastic decrease in therwantent of the reaction medium. The
success of the approach is directly correlated with reaction medium engineering used to
eliminate the synthetic product or water molecgsthesized as by-produces.d by adding

water adsorbents).

However, switching from water to non-aqueous sdlveas reaction medium for enzyme-
catalyzed reactions, is not always a simple anshemause the native structure of the enzyme
can easily be destroyed, resulting in deactivatiowadays, ILs are the non-agueous green
solvents that receive most attention worldwideusing as biocatalytic reaction media, because
of the improvements obtained in enzyme catalyticfgpmances and product recovery
approaches. The use of these environmentally benmigraqueous solvents combined with
efficient biocatalysts for chemical processes wmgly encouraged for developing Green

Chemistry at an industrial scale.

lonic liquids (ILs), also named room temperatureiddiquids (RTILs), molten salts, liquid
organic salts or fused salts, are a class of sutesdahat are entirely composed of ions and which
are liquid at temperatures lower than 100°C. THigesd salts with low melting points are most
desirable as solvents for reactions and procelsesntrast to conventional organic solvents, ILs
have many favourable properties including extrerfedyvapour pressure, a wide liquid range, low
flammability, high ionic conductivity, high thermabnductivity, good dissolution power towards
many substrates, high thermal and chemical stglalitd wide electrochemical potential windows.
Typical IL cations applied in biocatalysis are Ngwalkylimidazolium, or tetraalkylammonium, or
alkylpyrrolidinium , etc., paired with a variety ahions that have a strongly delocalized negative
chargee.g [BF4 ], [PFs ], [TfoN7], etc, , resulting in colourless, low viscositydagasily handled

materials.

Another interesting feature of ILs is the phaseabiur with molecular solvents, such as
organic solvents and water, because ILs can bg rhilicible, partially miscible or non-miscible
with them as a function of ions involved. Since Hre usually composed of poorly coordinating
ions which makes them highly polar but non-coorililgasolvents, they are non-miscible with
most hydrophobic organic solvents.d. hexane, etc), thus providing a non-aqueous anar pol
media to develop two-phase systems. Also, they beayully or partially miscible with polar
organic solvents, such as ethanol, acetonitrite, depending on the alkyl chains length of the
cation. In the same way, most ILs are non-misailille water and therefore can be used to develop
biphasic systems with polar characteristics. Te@ure has usually been applied for developing
liquid-liquid biphasic systemse(g organic solvent/IL or water/IL) to recover prothi@after a

catalytic transformation in ILs.
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The phase behaviour of water/IL systems meritseaigpmention. By spectroscopic studies of
ILs using several solvatochromic and fluoresceabes €.g Nile Red, Reichardt’s betaine dye), it
was reported how most usual Ilesg [Bmim][NTf,], [Bmim][PFg], [Bmim][BF,], etc) shows are
in the same polarity region as polar water-miscdollwents like methanol or acetonitrile. Although
ILs could be considered as polar solvents they atabe considered to be similar to those polar
molecular solvents with regards to their miscipilitith water €.g ILs based on [NTf or [PR]
anions are non-miscible with water). The water-isuiile ILs shows a high hygroscopic
character é.g [Bmim][NTf;] is able to absorb up to 1.4% w/w water contefjf)gnd this
feature could be regarded as an additional advanfag biocatalysis. Water is the key
component of biocatalytic reaction media, becausethe importance of enzyme-water
interactions for the maintenance of the active confition of the enzyme. The utility of
water/IL biphasic systems to recover productsigtdid by the IL solubility into the aqueous phase.
With respect to organic solvents, developing bijgthagstems with ILs for products recovery is the
most used approach, despite that it is a cleakthogan point with regards the overall greenness of
the process. To overcome this problem, alternatiategies for a clean product recovery, based on
the use of supercritical fluids, pervaporation meanb technology, and more recently sponge-like

ILs, have successfully been applied.

Although research on enzyme-catalyzed reactiorlksronly began in 2000, the use of such
neoteric solvents in biotransformations was in@dasxponentially to more than 2,000 published
papers until today. Researchers have first foctrssdinterest on the advantages of ILs as reaction
media for enzymatic catalysis, then on understantiie exceptional behaviour of enzymes in
some kinds of ILs, and finally on the developmenitegrated process for biotransformation and
product separation. A large number of enzymesg (lipases, proteases, peroxidases,
dehydrogenases, glycosidases, etc.) and reacaéanssterification, kinetic resolution, reductions,
oxidations, hydrolysis, etc.) have successfullynltested in ILs, because of their ability to digsol
both polar and non-polar compounds. It is well doented from a large number of papers that an
enzyme-catalyzed reaction in ILs provides bettsults to those obtained in conventional organic
solvents: enhanced reaction rates and conversiopsyved enantioselectivity and regioselectivity,
etc. However, the relationships between the chénstaictures of ILs and the activity,

enantioselectivity and/or stability displayed byymnes are still not clearly understood.

Enzymes in water-immiscible ILs have produced rémtale results at low water contents, all
the assayed water immiscible Ilesd.[Bmim][NTf,], [Bmim][PFg], [Btma][NTf,], etc.) have been
shown to act as suitable reaction media for bisftamations, appearing as viable alternatives to
molecular organic solvents for organic synthesigates are by far the most used biocatalysts in
water-immiscible ILs. They are used for the synhed aliphatic and aromatic esters, chiral

esters by (dynamic) kinetic resolution sgcalcohols, carbohydrate esters, polymers, biodiesel
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etc. The usual approach applied for biotransfolmnatconsists in the direct addition of biocatalysts
in the IL medium containing substrates. Reactiondpcts were extracted by liquid-liquid

extraction with organic solvents (e.g. diethyl elhim a biphasic system. As the enzyme
remained anchored to the IL phase, this approachitsethe reuse of the enzyme-IL systems by
addition of fresh substrates, and without any lasactivity. However, this approach must be
considered as a clear breakdown with regards togteenness of the process, making it
necessary to find out for alternative strategies gooduct recovery based on sustainable

approaches to overcome this limitation.

In agreement with the Twelve Principles of Greeri@istry, the development of sustainable
industrial processes combining the excellencesiafdbalytic transformations with the unique
properties of ILs necessitates appropriate reatdsigns, where the full recovery and reuse of
the enzyme/IL system should be demonstrated fog loperation times. Three different
technological approaches have been developed falyimg out products recovery by
green/sustainable techniques and avoiding the fGseplatile organic solvents, as follows:

membrane reactors, IL/scG@actors, and more recently, sponge-like ILs syste

A supercritical fluid (SCF) is defined as a stafenmatter at a pressure and temperature
higher than its critical point, but below the pragsrequired to condense it into a solid. SCFs
are characterized by gas like viscosities and siolygproperties of a wide range of various
organic solvents and derivatives. Physical propertif these solvents are unique because they
may be tuned simply by adjusting the pressure angpérature, showing exceptional abilities
for extraction, reaction, fractionation and anayprocesses. The key feature of SCFs is the
sensitivity of the fluid density to both pressureldemperature, especially in the critical point
vicinity. Between all SCFs, the environmentally iggnsupercritical carbon dioxide (sc©Qs
the most popular. Its great potential to developawcér alternative processes has been
demonstrated. Products can be easily freed fromesbltraces, which is highly attractive as
alternative reaction medium for food and pharmacalproducts. The scGQs chemically
inert, non-toxic, non-flammable, cheap, readily ilade, and shows relatively low critical
parametersg.g Pc = 73.8 bar; Tc = 31.0°C), remaining by far thest popular supercritical

solvent for (bio)catalysis.

Biocatalytic processes in scg@re usually performed in high pressure vesselddih
discontinuous and continuous flow operations. Imitizdd enzymes onto solid supports can be
used in packed bed reactor leading to a simpleiragouis enzyme reuse analogous to
consecutive cycles without depressurisation remerds. Reaction parameters, such as
temperature, pressure, reaction dilution, flow satetc., are experimental variables used to
optimise a synthetic transformation in a continubiegatalytic processes in sc&®lowever, it

IS necessary to highlight how the classical adgegaf scC@to extract, dissolve and transport
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chemicals are tarnished in enzymatic processesubedaaf its denaturative effect on enzymes.
The chemically inert character of €€ould be in doubt regarding its interaction witbtpims. The
CO, forms carbamates witttamino groups of lysine residues placed on the reezsurface, and
decreases the pH of the aqueous layer around tyenen Both phenomena have been directly
related with the usual enzyme deactivation obseirvesdCQ. In addition to these specific effects
of CG; on proteins, the high pressure may also have atimegmpact on enzyme conformation.
The rapid release of G@issolved in the bound water of the enzyme dudiegressurization has

been claimed to produce structural changes inrthgnee and to cause its inactivation.

In this context, the use of IL/scGiphasic systems, as reaction media for enzyme
catalysis, has opened up new opportunities forgiatiegreen processes development of in
non-aqueous environments, because it permits tdoosmrthe enzyme-protective effect of
ILs and the classical advantages of seQ@ extract, dissolve and transports chemicals.
Although scCQ is highly soluble in the IL phase and is able xtr&ct previously dissolved
hydrophobic compounds(g naphthalene), the same IL is not measurably $elubthe
scCQ phase. This discovery was crucial for further depments in multiphase green

(bio)catalytic processes involving both chemicahsformation and extraction steps.

Multiphase biocatalytic systems based on ILs andGscwere originally described by
our group in 2002, and were the first operationgbpraach for the development of fully
green chemical processes in non-agueous envirosmelsingthis approach, the scGO
flow can serve both to transport the substratdéoll phase containing the biocatalyst, and
to extract the product(s) from the IL phase. Subset]y, products are obtained free from
IL and from other organic solvent residues by S@&eainpression, whereas ¢@an be
recycled by re-compression. Additionally, if theaction product does not require any
further purification, the approach enhances thenenuc benefit of the process, because the
system runs as a black-box able to transform pulsstsates into pure products without
waste generation. By using this approach, contisugreen biphasic biocatalytic systems in
non-aqueous environments have been designed bylvisg free enzymes into the IL then
adsorbed onto a solid support, or by coating supploenzymes molecules with ILs.
Biotransformations then occur into an IL phase dbdic phase), while substrates and

products remain largely in the SCF phase (extragivase).

The development of covalently Supported lonic Ldguike Phases (SILLPs) either by
functionalization of the styrene-divinylbenzene {P%B) surfaces with IL-like (imidazolium)
moieties or by polymerisation of the correspondimgctional monomers has open a new way to
greatly reduce the amount of ILs used and to fawliits full reuse/recovery in continuous green
chemical processes. In this approach, ILs propgestie transferred onto the solid phase leading to

supported ionic liquid-like phase, either in passcor monoliths. A large diversity of SILLPs,
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varying cation, anion, as well as support nature laading, have been characterized, including
their thermal stability and polarity. The immobgiton of lipases onto SILLPs, containing
imidazolium units with loadings ranging froea. 55 to 40% wt IL per gram of polymer,
resulted in highly efficient and robust heterogersediocatalysts for citronellyl propionate
synthesis, kinetic resolution of 1-phenylethaneold ahe synthesis of biodiesel in continuous

flow.

Integrated multicatalytic processes, whereby ondiain substrate is catalytically
transformed into one final product by two or momnsecutive catalytic steps in the same
reaction system, is of great interest for develgpfature chemical industry. Dynamic
kinetic resolution (DKR) processes can be takearaexample to illustrate a multicatalytic
approach in IL/scC@biphasic systems. A DKR process is based on thabatation of an
enzymatic kinetic resolution (KR) reaction with @ situ chemical racemisation of the
undesired enantiomer, which theoretically shouldnpe to reach up to 100% of one

enantiomeric pure product.

The continuous DKR processes @c-1-phenylethanol in IL/scCObiphasic systems
were first reported by combining immobilized CALB itiw silica modified with
benzenosulfonic acid groups as catalysts in a gholeel reactor under scG@t 50°C and
100 bar. However, the use of weaker solid acidshsas zeolites, as chemical catalyst
clearly improved the efficiency of the continuousK® of rac-1-phenylethanol in
combination with immobilized CALB under scG@ow. The best results (98% vyield, 96%
ee) were obtained for a heterogeneous mixture lextwaujasite-type zeolite (CBV400)
particles coated with [Btma][NEfand Novozym 435 particles coated with the sameBy
pushing forwards the interest of IL/sce€®iphasic systems, CALB-SILLPsS¢pported
lonic Liquid-like Phas@sderivatives were combined with zeolitedse( CP811E-150) for
carrying out the DKR of the phenylethanol by usingingle reactor in a continuous way. In
this reactor, both the immobilized enzyme and zeolere mixed together to perform a
continuous “one-pot” catalytic minireactors in scCOhe selectivity of the chemical
catalysts was improved by coating with a small amoof an hydrophobic IL i(e.
[BMIM][PF¢]). The efficient combination of CALB-SILLP and Zées-IL resulted in
increased yields of the desired R-product up to 92ith e.e. >99.9% for the continuous

DKR of rac-phenylethanol with vinyl propionate in scgO

Between all the arrays of unique properties of dissneoteric solvents, a new term has been
coined in this Doctoral Thesigg. the termSponge-Like lonic LiquidéSLILs). This refers to
hydrophobic ILs with long alkyl side-chains thathbee as temperature switchable ionic
liquid/solid phases. These ILs have been shownudab& reaction media for carrying out

integrated clean biocatalytic approaches of syrgtssl pure product separation. It was reported
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how ILs based on cations with long alkyl side-ckaisuch as N-octadecyltrimethylammonium
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide ([Gtma][NTT,)), 1-ocadecyl-3-methylimidazolium
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide, ([Gmim][NTf,]), etc., having melting points higher than
room temperature are able to dissolve hydropholmmpounds (i.e. triolein, geraniol,
citronellol, etc) in the liquid phase, providingoedent monophasic reaction media for the
lipase-catalyzed transesterification and/or estatibn reactions with industrial interest, such as

the enzymatic synthesis of flavour esters, andibeatalytic synthesis of biodiesel.

Flavour esters of short-chain carboxylic acidg( geranyl propionate, isoamyl acetate etc.)
are important fragrance compounds used in foodnetis and pharmaceutical industries. They
can be labelled as “natural” when prepared by miaygirocesses(g. extraction from natural
sources) or by biotransformation of precursorsaisal from nature. Enzyme-catalyzed direct
esterification of “natural” substrates in solverdgd and anhydrous media could be considered as
the most straightforward way to produce naturaldia esters. However, moderate yieldg(
maximum of 60% isoamyl acetate) and the deactimatioenzyme by direct contact with acids
are severe drawbacks for industrial applicationthlis context, the biocatalytic synthesis of
sixteen different flavour alkyl esters by directeggication of a alkyl carboxylic acid (acetic,
propionic, butyric or valeric) with a flavour alcoh(citronellol, geraniol, nerol or isoamyl
alcohol) was reported in different ILs.§. ([Cistma][NTf,, etc) as switchable ionic liquid/solid
phases, reaching product yields near to 100% 4fterat 50 °C. The catalytic activity of the

enzyme/IL system was shown to be practically ungkdrafter reuse.

Furthermore, it was observed how these resultitly ftlear monophasic reaction media,
containing both the flavour product and the IL, dme monophasic solid systems after cooling
to room temperature. These solid phases could b&rated into two phases, an upper liquid
containing the flavour ester, and another bottorid scontaining the IL by following an
iterative centrifugation protocol and lowering tteenperature to 4°C. The upper phase was an
IL-free flavour ester up to 0.757 g/mL concentratias determined byF NMR studies. This
unique feature was explained as a function of anggdike behaviour of these temperature
switchable ionic liquid/solid phases, where flavasters were considered as being included
rather than dissolved in the liquid/solid IL phasElse decrease in free volume of the ionic net
produced by cooling allowed compaction of the Ilidsghase by centrifugation, and the
consequent release of geranyl acetate moleculesdeuthe net. Thus, the IL net could be
considered as a nano-sponge with holes of variadileme, which are suitable for housing or
releasing hydrophobic molecules as a function eifr iquid or solid phase, respectively. These
excellent results for the enzymatic synthesis afdurs (.e. anisyl acetate) in SLILs were
improved by using microwaves irradiation as heasiagrce, reducing reaction times by 4-folds

with respect classical heating by convection.
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The production of biodiesel by biocatalytic appitoas another example of clean process in
sponge-like IL. Biodiesel is usually synthesizedtiansesterification of triacylglycerides with
methanol, yielding fatty acid methyl esters (FAMEghd glycerol as by-product. Three
consecutive transesterification reactions are wealin the full conversion of triacylglyceride
molecules to biodiesel using chemical or enzymeditalysts and an excess of alcohol to shift
the equilibrium towards the product side. Althoumbdiesel is produced on an industrial scale
using alkaline catalysts like KOH, the undesiredesieactionsg.g soap formation), glycerol
recovery and the removal of inorganic salts reniaiportant economical and environmental
problems. The use of enzymes as catalysts for dsetlisynthesis is regarded as the perfect
solution to these problems because of their higalytic activity and selectivity. However, the
non-miscibility of the triglycerides and the metbhrubstrates is the key feature that limits the
catalytic efficiency of any transesterification pess to synthesize biodiesel. The resulting
vegetable oil / methanol biphasic systems stromgtuce reaction rates and, for the case of
biocatalysis, this also causes full and fast enzydeactivation as a result of the direct
interaction between the catalytic protein and tleth@anol phase. In this context, it was reported
how ILs based on cations with long alkyl side-cBaf@.g [Cigmim][NTf,], [Cigtma][NTf,],
etc.) were able to dissolve both triolein and metthat any concentration, providing one-phase
reaction media that showed excellent suitabilittytfee biocatalytic synthesis of biodiesig.
up to 96% yield in 6 h at 60°C. Furthermore, theelignt suitability of the enzyme/IL system
for biodiesel synthesis was also demonstrated éydtal preservation of the catalytic activity
for subsequent reuse. Furthermore, it was alsorebddnow the reaction mixture becomes solid
by cooling, then allowing to easily be fractionatiey iterative centrifugations at controlled
temperature into three phases: solid IL, glycenal pure biodiesel. The sponge-like ILs were able
to “soak up” biodiesel as liquid phase, and themdbe “wrung out” by centrifugation in solid
phase. These results represent a straightforwar@dwstainable approach for producing biodiesel,
allowing the full recovery and reuse of the biolyestAL system for successive cycles and suitable
for scaling-up, opening up a new way in green chkamifor separating products from reaction

media based on ILs.

The transfer of the smart catalytic efficiency digsed by enzymes in living systems to
chemical processes may constitute the most powéosfibox for developing a clean and
sustainable chemical industry in the near futurde Ttechnological applications of
biocatalysts are enhanced in non-agueous envirotsmieeacause of the resulting expansion
of the repertoire of enzyme-catalyzed transformmetjowhere the selective synthesis of
chiral products of high commercial value is of thighest interest. Furthermore, these
exquisite catalytic properties of enzymes are imptb by using ILs as reaction media.

Because of their exceptional ability to over-stadgilenzymes even under extremely harsh
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conditions, ILs bring an important added valuelte tonstruction of a sustainable chemical
industry. Besides, the unique properties of ILsjoltcan be tailored at molecular level by
an appropriate selection of the cation, the lergtld nature of the alkyl chain attached
and/or the anion, has opened a new window on psoogsoptions not available using

conventional organic solvents.

The unique properties of hydrophobic ILs, baseccations with long alkyl side chains
(e.g.[Cigtma][NTf,]), as switchable ionic liquid/solid phases canex¢ended to include a
new feature: their behaviour as sponge-like systéihis facts open up a new way in green
chemistry for separating products from reaction imdxhsed on “soak up” and “wrung out”
phenomena of these sponge-like ILs. These ILs ca@aK up” hydrophobic compounds as
liguid phase, which became a single solid phasedwnfing. Then, the solid phase behaves
like a sponge from which the compounds of inteegstrecovered as a pure liquid phase by
centrifugation of the solid, like a wrung out phemmnon. This opens up a new avenue in
green chemistry for separating products from reactinedia based on ILs. In the same
context, scC® seems to be the perfect companion of ILs for thevetbpment of
downstream steps in green synthetic processeshvafiows cleaning and recovering of ILs
for reuse because of the unique phase behaviout$cCQ systems. By combining
enzymes with ILs/scCObiphasic systems, the chemical industry has anatlear strategy

for developing integral green synthetic processes.

The novelty of the experimental approaches desdribethis Doctoral Thesis should

help at opening the door for developing the grdemical industry of the near future.
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1. Hacia una quimica sostenible: disolventes neotéos

La Quimica es una Ciencia que ha aportado unastionable contribucién a la
mejora de la calidad de vida y al bienestar del brem generando avances
importantisimos en campos tan diferentes coman@eatacion, la higiene o los nuevos
materiales, pero sobre todo en la salud. A lo lalglosiglo XX, las aplicaciones de la
Quimica en el campo de la Medicina han crecidordenodo exponencial, aportando
soluciones a una infinidad de problemas de satudual ha permitido incrementar la
esperanza de vida, situada en los 35 afios a pdadiel siglo XX, hasta los 80 afios

gue hay en la actualidad (Foro Quimica y Socieg@ai?).

Sin embargo, y a pesar de su papel protagonistel elesarrollo de nuestra
sociedad durante el ultimo siglo, la Quimica tiema percepcion social negativa, que
estd fundamentada en los importantes deteriorosoamabientales provocados por el
crecimiento incontrolado del sector industrial gieiomen los paises desarrollados, asi
como en el enorme impacto social de algunos errooesetidos por la industria
petrolquimica y/o quimico-farmacéutica. En estandtaspecto, es necesario destacar
el caso de la Talidomida, farmaco que fue coméraidb entre los afios 1958 y 1963
para el tratamiento de tdperémesis gravidicague usualmente ocurre durante los tres
primeros meses de embarazo. Este medicamento, gulodpor Chemie Grunenthal
(Alemania), que tuvo un gran éxito popular dadasesicelentes propiedades sedantes,
provoco miles de nacimientos de bebés afectaddecdenelia, la anomalia congénita

gue se caracteriza por la carencia o excesivadauttde las extremidades.

En 1848, el quimico francés Louis Pasteur desculmiduiralidad de las
moléculas (propiedad de un objeto de no ser supdigocon su imagen especular)
mientras estaba realizando un trabajo sobre un@gsahto amodnico-potasico) presente
en los barriles de vino tras la fermentacion, yeobs que dicho compuesto existia
como una mezcla de dos clases diferentes de eggiabmeros 6pticos), los cuales eran
imagenes especulares entre si. Utilizando unasaging una lupa, separo

cuidadosamente la mezcla en dos montones, unastiales “derechos” (isémero R) y
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el otro de cristales “izquierdos” (isébmero S). patlo comprobar que la mezcla original
era Opticamente inactiva (no desviaba el planadaa polarizada), mientras que cada
grupo de cristales por separado era opticamenieoactesviando el plano de la luz
polarizada hacia la derecha o izquierda, respeugwée. Igual que el tartrato amonico-
potasico estudiado por Pasteur, la Talidomida priddu comercialmente también
presentaba dos isomeros o6pticos (S-Talidomida yalRidmida), siendo el isomero R el
principio farmacoldgicamente activo para la apliGaceseada, mientras que el S era el
responsable de los efectos teratogénicos. La rppbria que ambos isomeros de la
Talidomida presentan diferente actividad biolégieaencuentra en que la mayoria de
las moléculas que participan en la actividad véah quirales i(e. aminoacidos,
azucares, etc.), determinando asi que la vida seal.qLa catastrofe causada por la
Talidomina plante6 la necesidad de un cambio radrtéa industria farmacéutica hacia
la sintesis de productos quirales y/o enantioméwcde puros (Dunret al, 2010;
Cirimina y Pagliaro, 2013). En este sentido, laiporacion de los sistemas cataliticos
de los seres vivos, las enzimas, en los procesosirdesis quimica abre nuevas
oportunidades para la obtencion de productos fagotmos con los maximos niveles de
enantioselectividad (Domingueet al, 2006a, 2006b; Fernandez-Lafuente, 2010;
Solanoet al, 2012; Rachwalslet al, 2013).

Por otro lado, segun reza en el cédigo de condietéa American Chemical
Society, fos quimicos tienen como responsabilidad profesicsevir al interés
publico, al bienestar y al avance del conocimieriemtifico, preocuparse de la salud y
el bienestar de sus compafieros, consumidores yolaugidad, comprender y
anticiparse a las consecuencias medioambientalesideabajo, evitar la polucion y de
proteger el medioambienteEste lema esta en concordancia con el incrementa de
concienciacion social en relacion a la necesidagrdservar el medio ambiente, asi
como con el papel relevante de las legislacionegnales e internacionales y de las
agencias de control de los productos farmacéuticalgmentariosj.e. Food and Drug
Administration FDA-USA, European Medicines Ageneys., estan determinando que
la sostenibilidad sea el criterio global que deteentos desarrollos de cualquier ambito

en este Siglo XXI.

La Quimica Verdees una filosofia quimica dirigida hacia el disei@productos
y procesos quimicos que reduzcan o eliminen elausa generacion de sustancias

peligrosas, tanto para los seres humanos comoepanadio ambiente. Esto supone un
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paso mucho mas alld del adecuado tratamiento derdssluos potencialmente
contaminantes que pueden generarse en cualquierraks industrial, se trata
simplemente de evitar la formacion de desechosanunantes, propiciando la
economia de tiempo y recursos. La quimica verdgpbea en todo el ciclo de vida de
un producto quimico, incluyendo su disefio, la famion, uso y disposicidon final,
siguiendo un criterio de sostenibilidad. En 1987nfrme de la Comision Brundtland
definio el desarrollo sostenible como "el desaorgjlie satisface las necesidades de las
generaciones actuales sin comprometer la capaddadgeneraciones futuras para
satisfacer sus propias necesidades” (Brundtlan®7)19Fue en 1998, cuando la
Quimica Verdeo Quimica Sostenibleeomenz6 a fraguarse tras la publicacion de los
Doce Principios de la Quimica Verde (Mabla 1.1), enunciados por Paul T. Anastas y
John C. Warner (Anastas y Warner, 1998), consadlidé® posteriormente como
disciplina cientifica con la aparicion de revistasmo Green Chemistry (RSC),
ChemSusChem (VCH-Wiley), etc., asi como con ladgésade la plataforma europea
SusChem, y con el papel relevante alcanzado por aigsncias de control
medioambiental en los paises desarrollad@s Environmental Protection Agency-
USA, European Environmental Agency-UE, etc.). Satatrde una herramienta
imprescindible cuando se hace necesario introdnejoras en las tecnoldgicas, ya que
se ocupa de estudiar y modificar todos los aspet#o$os procesos quimicos que
generen impactos negativos tanto sobre la saludhamomo sobre el medio ambiente.
Los avances cientificos y técnicos basados en laniQa Verde, y su posterior
implementacion industrial, son pilares indiscutiblpara la construccion de una

sociedad sostenible (Poliakoff y Licence, 2007).

El disefio de productos y el desarrollo de procesedioambientalmente benignos
y productivos, requiere una aproximacion multigiioar. Teniendo en cuenta que
muchos desarrollos y aplicaciones de la Quimicaénestsociados al empleo de
disolventes organicos volatiles, la utilizacién gistemas alternativos que no generen
emisiones incontroladas de contaminantes, se geesemo un objetivo del maximo
interés (Dunn, 2012).

La busqueda de nuevos disolventes no acuosos losnigma el medio ambiente,
gue puedan ser facilmente recuperados y reciclagméo con la utilizacién de
catalizadores reutilizables y selectivamente diiei®, se han convertido en los dos

principales ejes de desarrollo para la realizacida procesos verdes vy
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medioambientalmente sostenibles (Anastds al, 2001; 2008; Reichardt, 2007;

Sheldon, 2008, 2012).

Tabla 1. 1. Los Principios Quimica Verde (Anastas y Warner,8)99
., Es preferible evitar la produccion de un residuo que tratar de
1 Prevencion o
limpiarlo una vez que se haya formado
Los métodos de sintesis deberan disefiarse de manera que
p P incorporen al maximo, el producto final, todos los materiales
2 Economia atémica S s
usados durante el proceso, minimizando la formacién de
subproductos
’ Siempre que sea posible, los métodos de sintesis deberan
Uso de metodologias que disefiarse para utilizar y generar sustancias que tengan poca o
3 SRS VS CE ninguna toxicidad, tanto para el hombre como para el medio
toxicidad reducida g_ ’ P P
ambiente
4 Generan productos Los productos quimicos deberan ser disefiados de manera que
eficaces pero no toxicos mantengan la eficacia a la vez que reduzcan su toxicidad
Se evitara, en lo posible, el uso de sustancias que no sean
5 Reducir el uso de imprescindibles (disolventes, reactivos para llevar a cabo
sustancias auxiliares separaciones, etc.) y en el caso de que se utilicen que san lo mas
inocuas posible
Los requerimientos energéticos seran catalogados por su impacto
6 Disminuir el consumo medioambiental y econémico, reduciéndose todo lo posible. Se
energético intentara llevar a cabo los métodos de sintesis a temperatura y
presion ambiente
7 Utilizacion de materias La materia prima ha de ser preferiblemente renovable en vez de
primas renovables agotable, siempre que sea técnica y econémicamente viable
Evitar |a derivatizacié Se evitara en lo posible la formacién de derivados (grupos de
8 Evitar fa derlvatizacion blogueo, de proteccion/desproteccion, modificacion temporal de
innecesaria . e .
propiedades fisico/quimicas)
. . Se emplearéan catalizadores (lo més selectivos posibles)
9 Potenciacion de la catalisis I . . R
reutilizables en lo posible, en lugar de reactivos estequiométricos
Los productos quimicos se disefiaran de tal manera que al finalizar
Generar productos L . : . :
10 . su funcién no persistan en el medio ambiente sino que se
biodegradables o
transformen en productos de degradacién inocuos
Deslgt(rollar metlodologlas Las metodologias analiticas seran desarrolladas posteriormente
11 anafiticas para fa para permitir una monitorizacion y control en tiempo real de
monitorizacion en tiempo . - : .
ol proceso, previo a la formacién de sustancias peligrosas
Minimi | ial d Se elegiran las sustancias empleadas en los procesos quimicos de
12 Inimizar € pg)tepma € forma que se minimice el riesgo de procesos quimicos, incluidas
accidentes quimicos . . . .
las emanaciones, explosiones o incendios

Los disolventes que generalmente son utilizadosoco@teriales auxiliares en la
sintesis quimica, actuando como medios de trarspaaccion y separacion de los

productos. En la actualidad, la gran mayoria deseljue son utilizados tanto en los
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laboratorios como en la industria, son liquidoseuolares, pertenecientes al grupo de
los compuestos organicos volatiles (COV). Estosmaatos son los responsables en
gran parte de la enorme problematica de los pradeambientales que se vienen
arrastrando en relacion a los procesos que senllaveabo en la industria quimica,
teniendo un gran impacto en el precio, la segundidsalud, ya que puede tratarse de
compuestos toxicos, inflamables y/o corrosivos. Btva parte, su recuperacion y
reutilizacion esta asociada a menudo con la destilade alto consumo energético y
con la consiguiente contaminacion producida pormesma. La sustitucion y/o
eliminacién de los COVs no es una tarea facil, dielasi que son elementos clave para
los procesos quimicos que se llevan a cabo entlalatad (por ejemplo, diluyen los
reactivos y/o catalizadores, permitir una distribnchomogénea de los mismos en el
medio de reaccion, favorecen la disminucion denkrgia necesaria para la activacion
de la reaccién, asi como, son los responsableawteénto de la actividad catalitica,
ademas de facilitar la separacion del productospraples cambios en su solubilidad,
etc.) (Constablet al, 2002).

Alta

Disolventes
fluorados

VOLATILIDAD

Baja

[
Ll

Baja POLARIDAD Alta

Figura 1.1. Representacion esquematica de la relacion
entre la volatilidad y polaridad de disolventes y s
adecuacion para la biocatalisis (Lozano, 2010).

Debido a todo esto, el desarrollo de disolventes teénignos con el medio
ambiente o incluso reacciones libres de disolvatgspiertan gran interés en el camino
de conseguir una “Quimica Verde”. La creciente mnwa de la necesidad de crear
una industria quimica fina y farmacéutica mas res@as con el medio ambiente ha

centrado la atenciéon en el uso de medios de reaadtiérnativos, donde la alternativa
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no significa necesariamente, disolventes nuevossoubiertos recientemente, sino que
también de nuevos procesos y nuevas estrategititicas €.g. sintesis de acido
adipico a partir de ciclohexeno en medios acuosnsurfactantes; Penateal, 2012).
Entre estos disolventes alternativos, también Ilthoeadisolventes neotéricos, se
encuentran los fluidos supercriticos, los disolesrerfluorados y los liquidos idnicos,
gue presentan como principal caracteristica cora(posibilidad de ser recuperarlos y
reutilizarlos en su totalidad (Reichardt, 2007; &ioa, 2010).

Un fluido supercritico se define como un estaddadenateria a una presion y
temperatura superior a su punto critico, pero mirapgh de la presiéon requerida para
condensar en un sélido. La posibilidad de maniplaarpropiedades fisicas de estos
disolventes, simplemente cambiando la presionterfgperatura es una cualidad Unica
en los sistemas supercriticos, que les permite rarobibilidades excepcionales en
procesos de extraccion, reaccion, fraccionamierdodlisis quimico (Jessop y Leitner,
1999). Los fluidos supercriticos presentan difulades similares a los gases, asi como
bajas viscosidades, hecho que facilita los fenOme®transporte de masa, y mejora
considerablemente la eficacia de los procesositiabal Ademas, dado que los fluidos
supercriticos son disolventes de baja polaridadut8izacion ha estado enfocada al
procesamiento, extraccion y transformacion de casios hidréfobos. Donde tras
liberar la presion del estado supercritico, los moestos transportados/disueltos se
separan facilmente por simple precipitacion, oléedose libres de toda traza de fluido
supercritico, mientras que dicho solvente neotépigede ser re-presurizado para su
reutilizacion (Beckman, 2004; Li y Trost, 2008).dibxido de carbono es el compuesto
mas popular utilizado como fluido supercritico,stdo por ser quimicamente inerte, no
toxico, no inflamable, barato y facilmente dispd@jbsino también por presentar
parametros criticos relativamente bajas. (Pc = 73.8 bar; Tc = 31.0 °C) que son
facilmente accesibles con la tecnologia industligphonible, y es considerado como un
disolvente verde (Leitner, 2002). Otros fluidos exgpiticos son menos atractivos
debido a su inflamabilidad (i.e. etano, propanti) eosto, {.e. CHF;) o pobre poder
solvente ie. SFk;), habiendo sido utilizados por esta razén en mosypocos estudios
(Lozanoet al, 2010).

El término de disolventes fluorados hace refererziaisolventes organicos
perfluoro-sustituidosi.g. alcanos, éteres de dialquilo, trialquilaminas,)etjue ademas

de su caracter no polar e hidrofébico, también disnlventes quimicamente inertes,
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facilmente reciclables, no téxicos, y con una ddabisuperior a los correspondientes
no fluorados (Horvath y Rabai, 1994). Desde el pula vista de la quimica sintética, el
interés en dichos disolventes se encuentra en qgaeergan una miscibilidad
dependiente de la temperatura con los disolventgniros clasicos, 1o que permite el
desarrollo de sistemas bifasicos no acuosos. Adiase a las diferencias de solubilidad
entre los sustratos y productos, tales mezclas deolvdntes bifasicos
fluorados/organicos se pueden utilizar para coimventmedio de reaccion heterogéneo
en uno homogéneo con la mejora de las velocidadesrathsferencia de masa, y
finalmente reconvertirlo en un medio heterogéneca dacilitar la separacion del
producto en la fase organica, mediante simples icamile temperatura (Horvath,
1998). No obstante, el empleo de disolventes otgénvolatiies como sistema de
extraccion de los productos es un importante pdébol para la adecuacion integral de
estos sistemas en el ambito de la Quimica VerdgoE®llo que han sido propuestas
estrategias sintéticas alternativas basadas esoealaisistemas bifdsicos que combinan
disolventes perfluoradosi.€. Krytox) y fluidos supercriticos con resultados muy

interesantes (Hobbs y Thomas, 2007).

Tanto los fluidos supercriticos, como los disolesnfluorados pertenecen al
grupo de los disolventes moleculares (fFgura 1.1). Por el contrario, los liquidos
idnicos representan un grupo diferente de disobgenteotéricos, constituido por
sustancias organicas de naturaleza exclusivamamtai El criterio comiunmente usado
para definirlos es que son sales con puntos dérfusierior a 100°C, aunque es un
criterio que resulta arbitrario y de escaso inteyagjue carece de significado fisico real
en la actualidad. Sin embargo, ha llegado a sediamgnte popular debido a que
representa la condicion de que es mas facil trabajaellos que con sales cuyos puntos
de fusion son mucho mas elevados, existiendo Ihgpomtos de fusion por debajo de la
temperatura ambiente. La baja presion de vapor mresentan estos disolventes
neotéricos, haciendo que practicamente no se emapmunca, es la cualidad mas
importante que poseen, y que ha generado un eriotenés en su estudio y aplicacion
desde principios de este siglo XXI (Wasserschaldejton, 2008).

En la actualidad los liquidos i6nicos son sustansigetas a una enorme actividad
de investigacion y estando su introduccion en apiimes industriales es marcha, gran
parte de este interés se ha centrado en su desigrzaeno "disolventes de disefio”, ya

que sus propiedades fisico-quimicas pueden ser latadu mediante la seleccion
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adecuada del catién y el anion (algunas estimasimeadizadas indican hasta un trillén
de posibilidades) para ser el disolvente Optimcapama aplicacion dada. En este
sentido, la aplicacién de programas computacionzdes el disefio de un liquido iGnico
con unas propiedades dadas esta abriendo enormsésligades (Bhargavat al.,
2008). Este concepto de disolvente de disefio atahia intenso estudio de como el
cambio de los iones en los liquidos idnicos puddetar a sus propiedades fisico-
quimicas, asi como a otras cualidades mas alla use psopiedades solventes
(Dominguez, 2008; Niedermeyest al, 2012). No obstante, los posibles efectos
negativos que podrian generarse en el medio amelj@nta utilizacion a gran escala de
dichos liquidos i6nicos también es objeto de istéBibaloet al.,2014).

Sin embargo, el objetivo de la “Quimica Verde” vasmalla de una simple
sustitucion de disolventes peligrosos por otrosiantblmente benignos. El incremento
de la selectividad de los procesos de sintesisicaies otro de sus grandes objetivos,
con objeto de evitar reacciones no deseadas yfuraailctos, asi como la facilidad de
recuperacion de los productos. La formacion dedves también esta estrechamente
relacionada con el uso tradicional de cantidadésgemmétricas de los reactivos
(Sheldon, 2008; Anastast al, 2000; Sheldon, 2012). El cambio de metodologias
estequiométricas por procesos cataliticos se pemimmo una via importante en la
mejora de la eficiencia sintética. Por lo tantosdatenibilidad de las transformaciones
quimicas esta estrechamente relacionado tanto doruse de catalizadores

estereoespecificos, como de enfoques ingenietitezmfioet al, 2011; Sheldon, 2012).

Teniendo en cuenta que muchos desarrollos y apites de la Quimica estan
asociados al empleo de disolventes organicos lasatla utilizacion de sistemas
alternativos que no generen emisiones incontrolaiagontaminantes, se presenta
como una alternativa de maximo interés. Es poralle la explotacion de los liquidos
ibnicos como alternativa a los disolventes orgé&niesta, hoy en dia, en méaxima
vanguardia. La incorporacion de biocatalizadoresestos disolventes neotéricos ha
proporcionado nuevas oportunidades para el dekadel procesos verdes de sintesis
quimica (Lozano, 2010; Lozamat al, 2006, 2009, 2011; Peretal, 2010, Dominguez
y Maugeri, 2011).
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2. Liquidos idnicos: Estructura y propiedades

Los liquidos idnicos (ILs) son sales que fundearmapteraturas inferiores a 100°C
(Wasserscheid y Welton, 2008). A diferencia de ldisolventes moleculares
tradicionales, los liquidos i6nicos se encuentmamstituidos exclusivamente por pares
de iones, a saber un cation de naturaleza orggnioaanion organico o inorganico. El
catién y anion de los liquidos idnicos pueden $sefthdos de tal forma que las sales
resultantes no se pueden empaquetar de forma ctanp@omo consecuencia, dichas
sustancias no pueden cristalizar facilmente y peeten en estado liquido dentro de un
amplio rango de temperaturas, incluso a temperaamdiente (RTILS, room
temperature ionic liquids) (Bonhotet al, 1996; Dupont, 2004). En base a sus
propiedades, los ILs han sido aplicados en procdscseparacion industrial, catalisis
quimica, fotoquimica, bioquimica, lubricantes yti@ds de lubricacion, electrolitos de
baterias, captura de gases acidos, células de stibiburecuperacion de combustible
nuclear, neutralizacion de gases toxicos, etc. ¢pypR002, 2011; Rogers y Seddon,

2003).

s r B
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comunmente /3N @N' ITJ /N\ /N\ /P\
tilizados: N
utiliz 3 R R R] R, | R, R, _R2 R,
1-Alquil-3-metil- N- Alquil- N_Alqlfll_ Tetraalquil Tetraalquil-
- . A N- metil- . .
imidazolio piridinio T -amonio fosfonio
piperidinio
i 1 \ R
N@ Nt R,
S Ca d e "
/N\ | R/ N R/
R R, i R, 3
::ﬁ:‘::[_ 1,2-dialquil- N- Alquil- Trialquil-
. .I. . pirazolio tiazolio tiazolio
pirrolidinio
Ri234=CHA{CH.,),..(n=1, 3, 3, 7, 9); aryl; etc:
Algunos iones ) :
posibles: [PET [BF,T [CH,CO, |
[NTL,] [OTf] [CF;CO,], [NO,]
[BR,R,RR, T [N(CN), [ Br, €I, I-
[ALCL . [AICL,]- (decomp.)

Figura 1.2. Algunas combinaciones comunes de ILs (Plechkovedgén, 2008).
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Las propiedades fisicas y quimicas (polaridad,dfiidicidad, miscibilidad con
otros disolventes) de un liquido i6nico puedennsedulables dependiendo del cation y
anién que lo conforman, existiendo numerosas comenes posibles (hasta %0
combinaciones posibles). Entre los cationes masunem se encuentran los de
imdazolio, piridinio, amonio, pirrolidinio y fosfam, mientras que los aniones mas
comunes son bis[(trifluorometil)sulfonillimida (NJ)¥, hexafluorofosfato, (Rf,
trifluorometilsulfonato (CESQO;) y haluros, tal como se refleja en Fgura 1.2
(Plechkova y Seddon, 2008).

Los ILs, como se ha comentado anteriormente, sogrupo de sales clasicas
fundidas usadas en varios campos de la ciencig&stencontexto, conocer el universo
nanoestructural es la mejor herramienta para conpammprender las propiedades
genuinas de estos nuevos disolventes y sus positlieaciones en los diversos campos
de la ciencia (Marsht al., 2004; Dupont, 2011).

N©N/O/‘
& 7

[ £ H n
QO Sitios con enlaces de hidrégeno } entropicos

@  sjtios con fuerzas dispersivas

“°, 4 H »n
Sitios interacciones Culémbicas entalpicos

Figura 1.3. Interacciones representativas en un cation
imidazolio tipico contenido en un IL (Dupont, 2011)

En relacion a la estructura de los ILs, aunque emt@® el mismo tipo de
interacciones idnicas que las sales fundidas, en#asl principales diferencias entre
ellos es la gran estructura asimétrica de al menosde los iones que conforman los
ILs. Esta asimetria opuesta al elevado ordenamieauisado por la fuerte carga entre
las interacciones idnicas que causa la cristabireen el caso de las sales fundidas, es la

principal responsable de su estado liquido o bajigode fusion.
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Figura 1.4. Representacion de los agregados
estructurales en 3-D de un cristal idénico dispuesto
mediante el ordenamiento clasico basado en la carga
(izquierda) y un IL basado en cationes 1-alquil-&im
imidazolio (derecha), que presentan dominios pelare
(rojos) y no polares (verdes) (Dupont, 2011).

Otra caracteristica estructural de los ILs es ksgmcia de una red en la que
interaccionan cationes, donde los ILs poseen dstag pre-organizadas
principalmente, a través de enlaces de hidrégem® igducen la direccionalidad
estructural (“efectos entrdpicos”), en contrasta tms agregados de las sales clasicas
gue estan formados Unicamente por enlaces ionieoggtructuras ordenadas en base a
la carga). En apoyo de este modelo, una revisiotoslestudios de rayos-X de los
altimos afios en la estructura de las sales deidl@ddimidazolio han relevado una
tendencia comuan: en el estado sélido, estas salesmih una red cooperativa extendida
de los cationes y los aniones, conectados porattemes idnicas. Las unidades
monomericas siempre consisten en un cation de molidarodeado al menos de 3
aniones, y sucesivamente, cada anion estd rodehdmenos de 3 cationes.
Especialmente, los ILs con cationes imidazolio famndos grandes disposiciones en
3D: (1) formando a través de las cadenas de ld®simnidazolio apilamientos tipd,
(Figura 1.5-derecha) con aniones acomodados en forma de cadef2sformando
columnas consistentes en cationes alternados ctones fFigura 1.54zquierda)
(Dupont, 2011).
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[\ =
Me‘N@N\{\Me Me’N@N\g/\M‘e
PFe Me SbFs” Me

Figura 1.5. llustracién de dos de las mayores disposicioneS8@mle ILs de base catidnica
imidazolio: una red cooperativa de enlaces de bihd generando canales “libres” en ambos
casos (Dupont, 2011).

En ambos casos, los volumenes “libres” estan foos@ar estas estructuras que
también estan compuestos por “hano” regiones polgr@o polares (i.e., regiones
hidrofébicas e hidrofilicas) con un alto grado dectionalidad: similar a la observada
en medios surfactantes altamente concentrados.€jar fiorma de representar los ILs
de base catidnica imidazolio es [(DAX)m o"T(DAI)m X)n]", donde DAI es el
catién 1,3-dialquilimidazolio, X es el anidén y>n3. Las interacciones débiles como las
de van der Waals, también comienzan a jugar ummpbrtante en la organizacion de
estas sales con el aumento de la longitud de cati#rsastituyente alquilico del cation.
En realidad, los ILs con cation imidazolio y longitde cadena con 12 0 mas atomos de
carbono muestran las propiedades de los cristgleislds (Binnemans, 2005; Machado
et al., 2007). Ademas, la mayor parte de la organizaegiructural de los ILs se puede

considerar como una aproximacion entre liquidosiabé y cristales liquidos.

Un ejemplo de ello se ha visto con las sales dafligbroborato de 1-alquil-3-
metilimidazolio, estables al aire y al agua coflanula general [@nim][BF4] (n = 2-
18). Las sales caracterizadas previamente por tespegpia de RMN e IR,
microandlisis, microscopia Optica de polarizaciécalorimetria diferencial de barrido,
y que contenian cortas cadenas aquilicas (n =,2-88)comportaron como liquidos
iGnicos isotropicos a temperatura ambiente, y egfobh un amplio rango en estado

liquido, mientras que los analogos de cadena mmga ke comportaron como sélidos
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cristalinos mesomoérficos con relativos bajos pun®s$usion, los cuales mostraron una
enantiotropia esméctica en la mesofase @igura 1.6). El rango térmico de la
mesofase aumento con el incremento de la longikudadena y en el caso de la sal de
cadena mas larga, {fnim][BF4], el rango de la mesofase fue cercano a 150°C
(Holbrey y Seddon, 1999).

Figura 1.6. La textura en forma de abanico de la mesofase del
[C1smim][BF,] bajo polarizadores cruzados a 126 °C (Holbrey
y Seddon, 1999).

Teniendo en cuenta la amplia gama de liquidos @8nic sus aplicaciones, es
dificil generalizar sus propiedades y descubritéasiencias generales (Majewskial.,
2003), por esta razdn diversos autores hacen méagi€ en sus diferencias que en sus
similitudes. Ademas, algunas de las propiedadesrithess hace unos afos, estan ahora
sujetas a controversia. Estas propiedades incluyen,ejemplo, el comportamiento
electroquimico, la estabilidad térmica a largo pldla cual se sobreestim6 en el
pasado), la polaridad, la volatilidad (algunos Iksn destilables bajo ciertas
condiciones) (Earlet al, 2006; Netcet al, 2012).

No obstante, es necesario hacer una mencion ekspdaiancorporacion de otras
moléculas en la red del IL, fendmeno que ocurrendaadichos ILs actian como
disolventes de sustancias moleculares, y que caas#@ios en sus propiedades
quimicas vy fisicas, incluso la formacion de reg®omelares y no polares. En este
sentido, Dupont (2004) describe a los ILs como maé&s nanoestructurados, que
permiten residir a moléculas neutras en las regionenos polares, mientras que las

especies idnicas o polares experimentan una difusés rapida en las regiones polares,
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tal como se ha observado en ILs basados en 13&uoiitilimidazolio mediante técnicas
espectroscopicas (Yet al, 2012). Este trabajo analiza tanto los volumemepados y
libres de iones para cuatro liquidos idnicos difege en fases amorfas y cristalinas, asi
como la fase correspondiente a las transicionespncluye que el volumen libre
aumenta con la temperatura debido a que las makgeluieren mas espacio para
moverse. Otros autores (Zaepal, 2012) estudiaron el comportamiento tribologieb d
IL-tetrafluoroborato de 1-metil-3-hexadecilimidaizm [C;smim][BF4] como un aditivo
de aceite de parafina, observando como dicho IL48%¢) cambia de estado sdlido a
una fase cristalina liquida a 80°C, donde las nutd&cde IL se disponen en capas
ubicando sus largos ejes moleculares de modo fiEadatre si, lo que se traduce en
unas excelentes propiedades triboldgicas. En elmmisontexto, los estudios
estructurales realizados con nitrato de propilamomiestran que dicho IL se comporta
como una nanoestructura bicontinua autoensamble, sguasemeja a una esponja
anfifilica (Hayeset al, 2011). En el caso de los ILs basados en el catiéolidinio, se

ha podido observar que los iones estan organizeold® una red nanoestructurada.
Cuando dichos cationes poseen sustituyentes alogliitie corta longitud de cadena,
estos se ordenan en estructuras monocapa catidm-aonfinadas a modo de una
pelicula delgada, mientras que cuando el catiorgesstituyentes alquilicos de larga
longitud de cadena, el sistema se organiza estalictente mediante la formacion de
bicapas (Smitlet al, 2013).

Adicionalmente a estas peculiaridades estructuddels ILs, dichos solventes
neotéricos poseen una serie de propiedades genédo son las siguientes (Olivier-
Bourbigouet al, 2010):

“Muy baja volatilidad” . La temperatura de ebullicion de los ILs no puede
determinarse experimentalmente a presion atmoaféym que éstos descomponen a
temperaturas mas bajas. Sin embargo, se ha degudttos ILs pueden ser destilados
entre 200-300°C pero a una presion significativameslucida, y a una muy baja
velocidad de destilacion (v@abla 1.2) (Earleet al, 2006; Neteet al, 2012).

“No inflamablilidad” . Parte del interés de los ILs, se ha centrado ame@lde los
mismos como una alternativa “verde” a los disolgentorganicos volatiles,
principalmente porque los ILs se consideran comovaldtiles y no inflamables a
temperatura ambiente o a temperaturas supericgeapdo que se pueden utilizar cerca

de fuentes de calor (Wasserscheid y Welton, 2008).
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Tabla 1. 2. Efecto de la presion en la destilacion denfi@n][NTf,] obtenidos en un aparato de
sublimacién (Earlet al, 2006).

p tmax | T donde el destilado fue observadd V€lOCidad de destilacion| Pureza del destilado
(mbar) | (°C) (°C) (mg/h) (%)
830 2505 2505 <1 250
0.07 2005 1705 3 >99
<0.001 | 200 +5 155+5 15 >99

Aunque recientemente, se ha planteado la ideailiteautos liquidos ibnicos como

combustibles, hay que tener en cuenta que el pdatinflamacion es una de las
variables mas importantes que se utilizan paractaiaar los riesgos de incendio y
explosion de liquidos y debido a la presion de wvagxiremadamente baja y la
descomposicion a temperaturas tan elevadas, la @@bla cual los liquidos idnicos

pueden llegar a ser combustibles debe de ser diifede la de los liqguidos combustibles
definidos tradicionalmente. Para ello se ha estiadiél punto de inflamacién de los
liquidos idnicos en relacién con su descomposiaion, el objetivo de poder estimar su
presion de vapor y su punto de inflamacion. Losultados revelaron que la
inflamabilidad de los liquidos idnicos se atribyydncipalmente a la descomposicion
de los mismos que generaron sustancias inflamablésgar de su vaporizacion, como
ha venido ocurriendo con los liqguidos combustibMismables tradicionales

(Changgeret al, 2012).

“Alta Polaridad”. Esta propiedad es una de las mas genuinas deylodds$ i6nicos

(van Rantwijk y Sheldon, 2007; Jessaiml, 2012). La polaridad de un disolvente suele
determinarse mediante los desplazamientos de Iggrmag de emision de fluorescencia
de un colorante solvatocromicoe( rojo Nilo). Las medidas solvatocromicas indican
que los liquidos iénicos poseen una polaridad anal la observada en disolventes
moleculares polaresi.€., etanol, formamida, etc.) (Poole, 2004). Hastarahel

concepto de polaridad se ha aplicado a disolvemeleculares, para predecir sus
propiedades fisicas y quimicas, asi como su cagéadlvente. Sin embargo, con los
liquidos i6nicos es dificil de utilizar este contepara predecir su influencia en la
solubilidad o en la velocidad de reaccion. En estetido, ha sido descrito que las
interacciones entre soluto-disolvente obedecenraadelo de interaccion dual. Asi, los

liquidos i6nicos pueden comportarse como disohgeapmlares con solutos apolares, o
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pueden manifestar un comportamiento polar con e®lyolares (van Rantwijk y
Sheldon, 2007; Chiappst al, 2009), ya que, los liquidos i6nicos pueden amrarse

materiales nanoestructurados con regiones polapslgres (Dupont, 2004).

“Estabilidad Térmica” . El inicio de la descomposicion térmica calculadpartir de
andlisis gravimétrico (TGA) indica una alta estdbail térmica para muchos ILs,
generalmente superior a 350°C. Sin embargo, seepusricontrar valores mas bajos, lo
cual hay que tener presente cuando los ILs searilen procesos cataliticos. Los ILs
presentan una alta estabilidad quimica y electroigai, que también estan directamente

controladas por la naturaleza del cation y el agidémlos conforman (Poole, 2004).

“Punto de Fusion”. Los datos deben ser considerados con precaucidiyeyal punto
de fusidbn de muchos liquidos i6nicos puede sereit@iya que algunos pueden
experimentar un superenfriamiento y la presenciangrirezas puede tener una gran
influencia. En términos generales, los ILs tienajod puntos de fusion, normalmente
por debajo de la temperatura ambiente, pudiendalgamos casos ser de -100°C. El
punto de fusion de este tipo de sustancias depamuolenemente del tamafio de liquido
ionico, de su carga y de la distribucion de la naisissi, al aumentar el tamafio del
anién y del cation disminuye el punto de fusiénl Besmo modo, un incremento en la
simetria de los iones, supone un aumento en ebmlenfusion ya que permite un mayor
empaqguetamiento de los mismos. Ademas, las diegesunformaciones en el cation
pueden frustrar la cristalinidad, permitiendo lenrfacion de cristales o/y polimorfos. El
efecto de la simetria en el punto de fusion tamb&mefleja en los altos puntos de
fusion de las sales de 1, 3-dimetilimidazolio y-di&tilimidazolio, en comparacion con
los cationes analogos de las sales mas asimétrietis3-metil-imidazolio o 1-butil-3-
metilimidazolio (Poole, 2004; Wasserscheid y Wel@008).

En el caso de cationes imidazolio con sustituyealgsilo, un incremento en la
longitud de cadena supone una disminucion en efopde fusion por cuestiones de
empaquetamiento, llegando a una situacién de misohece los 6-8 atomos de carbono,
donde la tendencia se invierte debido a la imporéade las interacciones hidrofébicas
entre las cadenas de los sustituyentes. En relaciardependencia del punto de fusion
con la carga se puede decir, de forma generallagerdastencia de puentes de hidrégeno
y la deslocalizacién de la carga, conducen a ureatordel punto de fusién (Plechkova
y Seddon, 2008).
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Figura 1.7. A) Puntos de fusién de liquidos idénicos, previstasgervados para una serie de sales

de hexafluorofosfato de 1-alquil-3-metilimidazol[€,mim][PF¢]. B) Estructura optimizada de un cation
1-metil-octadecil-imidazolio mostrando las regionestructurales que son importantes para la
determinacion del punto de fusién. Desde la izaiaiea 4 A la region rica en carga esta localizadrd

del anillo imidazolio; a 5.5 A la regi6n de ruptute la simetria, que disminuye el punto de fusitasde

12 A en adelante, la region hidrofobica que aumehpainto de fusion (Plechkova y Seddon, 2008).

“Conductividad lonica y electroquimica”. Los ILs poseen una serie de propiedades
que los hacen ser disolventes adecuados en proelestoquimicos, tales como gran
estabilidad a la oxidacién/reduccion, altas vergaekectroquimicas (ej., la ventana
electroquimica del agua es de 1.23 V, mientraspqua los ILs podria ser de 5-6 V) y

relativamente buena conductividad eléctrica (KaeQo0).

“Densidad”. Los ILs son generalmente mas densos que cualgdéetas disolventes
organicos o el agua, con valores de densidad quenvalesde 1 a 1.6 g/mL
(Wasserscheid y Welton, 2008).

“Viscosidad”. Desde el punto de vista de la ingenieria, la visealsde los ILs puede

afectar a las propiedades de transporte (trangfierde masa, difusion...), lo que puede
generar problemas en algunas aplicaciones catalifior ejemplo en las operaciones de
mezclado y bombeo. La viscosidad de la mayorialdeeks relativamente alta en

comparacion con la de los disolventes convencisnée la literatura se describe, para
una variedad de ILs, que el rango de viscosidathw#sde 66 hasta 1110 cP a 20-
25°C, para dar idea del orden de la magnitud, $aogidad del agua a temperatura
ambiente es de 0.890 cP (Wasserscheid, 2007).dcasidad de los ILs presenta una
fuerte dependencia con la temperatura (Bakeal, 2001) y se ve afectada por la
presencia de impurezas. Para el mismo cation, eesavado como el cambio de anién
afecta de manera muy significativa a la viscosiia@stas sales, disminuyendo su valor

en la serie como consecuencia del tamafio y laa®iacion de la carga; T PR >
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BF, > NTf,” (Bonhooteet al, 1997). En estos casos, los parametros detertagde la
viscosidad son el tamafio del anion y la basicidddrdsmo. Asi, la disminucién en el
tamafo del anion disminuye las interacciones de demWaals, incrementando la
interaccion electroestética a través de puentdsdiégeno. Los valores de viscosidad
en los ILs también se ven afectados por la natzaalel cation organico. Esta tendencia
no esté correlacionada con el tamafio del aniégugde afectan otros fenbmenos como
el establecimiento de puentes de hidrogeno corat@brc Aunque la influencia del
cation en la viscosidad es menor, se ha observadaun aumento en la longitud de
cadena del sustituyente alquilico del catién imidiazsupone un aumento en los
valores de viscosidad, pudiendo ser ésta disminpigla el uso de cadenas muy

ramificadas.

“Toxicidad y biodegradabilidad”. Debido a las genuinas propiedades de los ILs, éstos
se muestran como excelentes candidatos medioamloremite “benignos” para
sustituir a los disolventes moleculares convendemePero su caracter verde ha sido
ampliamente cuestionado debido principalmente egorique sobre los ecosistemas
podrian plantear y que deberia ser evaluado (Buétlal., 2014). Por esta razén
muchos estudios y modelos se han planteado parhiaevaste posible dafio
medioambiental. Alvarez-Guerra e Irabien (2011) Hasarrollado un modelo con la
intencidon de minimizar la consecuente consumiciértieimpo y de recursos cada vez
gue haya que analizar dicho riesgo en ecosistemagieos. Este modelo esta basado
en la estimacion de la ecotoxicidad de los ILspysiste en ensayos estandarizados con
la bacteriaVibrio fischeri y la aplicacion de un modelo discriminante de mos
cuadrados. También ha sido ampliamente objetotdelieda toxicidad de ILs basados
en cationes imidazolio, donde se ha visto comoa@&@kemento de la longitud de cadena
de los sustituyentes alquilicos en el cation imiiazaumenté el valor de toxicidad
(EGs0), mientras que la naturaleza anidnica del IL tumanenor efecto. Tras diferentes
ensayos se ha visto como estos nuevos disolveatesnscho més toxicos que los
disolventes convencionales, por esta razon es alt@mmportante tener en cuenta su
velocidad de degradacion y su persistencia en diarambiente, asi como su completa

eliminacién de la fase acuosa (Rometal, 2008).
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3. Lipasas y liquidos i6nicos

Laslipasaspertenecen a la clase de enzimas hidrolasas (F@&)ian sobre los
enlaces éster (E.C.3.1) de ésteres carboxilicé&3E..1). También se las conoce como
glicerol éster hidrolasas (E.C. 3.1.1.3.). Lasdimbas son las enzimas mas utilizadas en
biocatalisis por su elevada actividad, regioselatdid y enantioselectividad, entre ellas
destacan las lipasas. La mayoria de las lipasasejutlizan son de origen microbiano,
los tipos mas comunes proceden de bacteiias K. auruginosa Alcaligenes,S.
marcescens, efcy de hongos (. antarctica C. rugosa, Thermomyces lanuginosus,
etd (Dominguezet al, 2006b; Fernandez-Lafuente, 2010; Petteal, 2010). El interés
de las lipasas radica en su caracter polivaletaéehara de catalizar reacciones, siendo

capaces de catalizar muchas de ellas en sistemdmz00 nula concentracién de agua.

En concreto, la lipasa B deandida antarticaes un catalizador eficiente para la
hidrélisis en agua y esterificacion en medios nooaos. Su usoO en numerosas
aplicaciones industriales ha sido posible gracisis @norme enantioselectividad, amplia
tolerancia a diferentes sustratos, elevada estabiliérmica y frente a otros tipos de
disolventes no acuosos. Entre todas las lipaséipaka B deCandida antarcticaes una
de las més utilizadas y se han descrito numergsesecones (Andersoat al, 1998).

La levadura deCandida antarcticafue originalmente aislada en la Antartida y se
encontré que producia dos variantes de lipasa (Cal@alB) (Kirk y Christensen,
2002).

Su estructura fue resuelta por Uppenhetrgl. (1994), donde se vio que todas las
lipasas tienen una estructura basica comun, corgppesuna ldming central formada
por mas de 8 hebrfisparalelas y unidas entre si por mas de 6 halic¢eawsonet al,
1994). La CALB pertenece a la familia de 48 hidrolasas-plegadas y se compone de

317 aminoacidos con un peso molecular de 33 kDa.

En ciertas proteinas como en las lipasas, el cextivo esta constituido por dos
clases de residuos relevantes; i) una triada tietalle aminoacidos, responsables de
llevar a cabo la reaccion, i) y de otros amindési que presentan propiedades
especiales para configurar la arquitectura delroecdtalitico. La orientacion de los
atomos de nitrogeno de los aminoacidos en la matalirigen la carga negativa del

atomo de oxigeno del sustrato, asi el sustratoosgipnado convenientemente al ser
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encajado; a esta parte de la proteina se le carmtel término de hueco oxigeno-
anionico.

Los aminoacidos que componen el centro activo santiada catalitica, Ser105-
His224-Asp187, comun a todas las serinas hidrald&dasiduo nucleofilico de la Ser
se localiza en el carbono terminal de la h¢fgran un pentapéptido -Gly-X-Ser-X-Gly-
donde X1 y X2 pueden ser reemplazados por una envamedad de aminocidos, el
hueco oxigeno-aniénico producido por el residuo YK2a serina (verFigura 1.8)
representan el centro nucleofilico del sitio citalj altamente protegido, formando un

caracteristico motivo tipp-giro-a, llamado “codo nucleofilico”.

Figura 1.8. Unidad monomeérica tridimensional de
la estructura de lipasa B d€andida antarctica
(Uppenberget al, 1995).

El hecho de que la actividad de las lipasas seamn@n sustratos insolubles en
agua que forman emulsiones se conoce como “addivacterfacial’. Esto consiste en
gue durante el contacto con la interfase lipidcda@l bucle sigue un reordenamiento
conformacional, descubriendo el centro activo. ligessas son las Unicas enzimas que
requieren esta activacion conformacional para wen@lrendimiento catalitico. La
presencia de este bucle no siempre esta relaciamuadia activacion interfacial, ya que
las lipasas d®seudomona aeruginos@andida antarcticay una lipasa pancreatica no
presentan este fendmeno a pesar de estar prodistaste bucle. Esto hace que, por
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ejemplo,Candida antarcticaesté mejor adaptada a los medios organicos qubpasa
Thermomyces lanuginosga que la primera no presenta este bucle conwesicisino
que posee una hélice de gran movilidad que actim c¢al, y la estructura parece estar
en una conformacion abierta con el centro activesible (Fernandez-Lafuente, 2010;
Rodrigues y Fernandez-Lafuente, 2010a,b; Domingtiez, 2006b; Pereet al, 2010).

El mecanismo descrito para las reacciones de &arsfia de acilo catalizadas

por CALB es el mecanismo de ping-pong bi bi quéustra en laFigura 1.9.
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Figura 1.9. Reacciones catalizadas por CalLB siguiendo el nitanping-pong bi bi.

El mecanismo consiste en que el primer sustrati@ emt el centro activo de la
enzima y se forma el primer intermedio tetraédriE@ontinuacion, el primer producto
sale del centro activo de la enzima y se formaelgejo acil-enzima. Después entra el
segundo sustrato de la reaccion al centro actise yorma el segundo intermedio
tetraédrico. Finalmente, el segundo producto foorsale del centro activo y la enzima

queda libre para comenzar otro ciclo catalitico.

Como se puede observar erFlgura 1.10 las lipasas pueden catalizar reacciones
de transferencia de acilo entre varios compuesisis.dependiendo de los grupos R la
reaccion que puede darse va desde la hidrolisiswdester, hasta diferentes reacciones
de sintesis por esterificaciéon, aminacion, traesiisiacion, etc. La triada catalitica

(asparragina 187, histidina 224 y serina 105) pmrada catalisis basica, mientras que
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la catdlisis acida es promovida por el hueco oxigamionico (Hui, 2002). Hay que

denotar que durante el mecanismo se presentansthtos de transicion, pero sélo el
estado de transicion del segundo paso es el re@nmaportante para la resolucion
cinética de mezclas racémicas de alcoholes, yasfgeno forma parte del primer paso

del mecanismo (Dominguet al, 2006b; Rodrigues y Fernandez-Lafuente, 2010a,b).
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Figura 1.10. Biotransformaciones mas comunes catalizadas pasdip

La catalisis enzimatica en solventes organicosotégblfemente mas eficiente que
la biocatalisis convencional en solucion acuosty se debe principalmente a que el
agua es mejor nucledfilo que por ejemplo, alcohdlekes o aminas, por esta razén, en
presencia de la misma se favorecera la hidrélisisté a cualquier reaccion de sintesis
(Ghanemet al.,2004, Pereet al, 2010). La alta estabilidad de las lipasas enioset
acuosos se debe principalmente a que en presemaasttatos hidrofobicos, la lipasa
puede adsorberlos en su interface hidrofébica pviendo cambios drasticos en la
estructura de la enzima, que desencadenan su fOalmarta”, permitiendo la

posibilidad de acceso del sustrato al centro a¢feonandez-Lafuente, 2010).

Debido a la necesidad de buscar medios no acuasadi@gvar a cabo reacciones
de sintesis catalizadas por lipasas, desde el 2@80,ILs han emergido como
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excepcionales medios no acuosos para llevar a estigotipo de biotransformaciones
debido a su excepcional capacidad para mantenegnzsas activas en un estado
conformacional estable (Roosehal, 2008; van Rantwijk y Sheldon, 2007; Peetz
al., 2010; Dominguez y Mugeri, 2011). El caracterapale los ILs contrasta con la no
miscibilidad en agua de algunos de ellos, lo cealrea interesante propiedad para los
catalizadores enzimaticos, ya que una concentramifica de agua es esencial para
mantenerlos activos en ambientes no acuosos (Huetsalh 2005; Hult y Berglund,
2003; Kazlauskas, 2005; Klibanov, 2001). La rela@atre la estructura y la estabilidad
de las enzimas frente a la desactivacion en mewuiogacuosos como son los ILs fue
objeto de amplio estudio por nuestro grupo, queéehdo uso de diversas técnicas
espectroscopicas i.€. fluorescencia, CD, o FTIT) analizaron los cambios
conformacionales responsables de la estabilizazidesactivacion de las mismas en
funcién del microambiente que la rodeasee.( medios convencionales y ILs
hidrofébicos) (De Diegecet al, 2004, 2005; Lozanet al, 2005). Los estudios se
realizaron sobre lipasa B d€andida antarticay a-quimiotripsina en dos ILs
hidrofobicos {.e., [EmIm][NTf,] y [Btma][NTf,]) ademas de dos disolventes organicos
(i.e., 1-propanol y hexano) con objeto de tener un patpresentativo de comparacion
con disolventes no acuosos en las reacciones biiticats objeto de estudio.€ la
hidrolisis de ésteres de aminoacidos y la sintisiésteres alifaticos, respectivamente).
La hidrolisis del éster etilico de N-acetil-L-tira fue catalizado par-quimiotripsina y

la sintesis de butirato de butilo lo fue por CAlBnbas fueron usadas como test de
actividad, mientras que la fluorescencia y el espede dicromismo circular (CD)
fueron utilizados para analizar los cambios conémionales de las proteinas en los
diferentes medios tras las reacciones biocataditied perfil de desactivacion de da
quimiotripsina se represento junto con los camb®$a |,sx de fluorescencia ¥max de
emision (verFigura 1.11), donde se obtuvieron que los valores de vida anpdra la
enzima en agua, l-propanol y [Emim][NJlffueron, 110.2, 7.0 y 676.5 min,
respectivamente. En agua, el perfil del parametiq fue similar al de caida de
actividad mientras que &hax mostro un desplazamiento hacia el rojo de 3280an34,
mientras que en 1-butanol no hubieron cambios mires de estos parametros, lo que
pudo atribuirse probablemente a cambios en laastaunativa que pasé a un estado

inactivo con una conformacion rigida replegada.
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Figura 1.11. I) Perfiles de actividad residuad)( intensidad maxima normalizade) (y longitud de

onda de emisionk) de fluorescencia de-quimiotripsinacon con el tiempo en (A) agua, (Byrbpanol
y (C) [EmImM][NTf,] a 30°C.1I) Perfiles de desactivacion de lipasa BGindida antartica(CALB) en
hexano ¢), [Emim][NTf,] (A) y [Btma][NTf,] (e) con el tiempo a 50°C (Lozamb al, 2005).

En contraste, la capacidad del [Emim][MTdara proteger la actividad enzimatica
en contra de la desactivacion podria ser conseuale la preservacion de la
microcapa de agua alrededor de la enzima, dfiglara 1.11 pudo verse como en lo
referente a los parametros de fluorescengig,a penas sufri6 cambios, mientras que el
Imax aumento su valor 1.5 veces comparado con su hasdl y después se mantuvo
constante, similar al perfil obtenido para la caddaactividad. Por otro lado, en CALB
se observé un perfil semejante de caida de activedalos medios IL de estudio, con
una disminucion inicial de actividad y luego unagarvacion de la misma, cosa que no
ocurrio en hexano donde la caida fue mas bruseeterrumpida (veFigura 1.11, 1l)
(Lozanoet al., 2005).

Para la determinacion de los cambios en la estaudiel la proteina, se emplearon
como técnica el dicromismo circular (CD), ya qutadécnica permite cuantificar los
cambios conformacionales en la estructura tridinogas de la proteina mediante
cambios observados en el espectro de CD. En parti@l analisis de la forma de la
linea de los espectros de CD de UV-lejano (longisudie onda comprendida entre 190-
240 nm) puede ser usado para estimar el conte@dosdelementos de la estructura

secundaria en las proteinas. Los datos de la ast@uristalina para la-quimiotripsina
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muestran que este tipo de proteinas consistenn@ndéfy plegadas antiparalelas, las
cuales estdn muy desordenadas o formando zonagnegylares (veFigura 1.12, ).

El 1-butanol fue responsable de un mayor cambioekmspectro de la enzima,
mostrando un nuevo maximo a 195 nm, correspondente aumento en su caracter
helicoidal, al cual se le atribuy6 pérdidas impatea en la actividad. En el caso en el
que empleé el IL [EmIim][NTH, se observd que el espectro de CD fue similar al
obtenido en agua, pero con un claro aumento ewrgecido de laming (47% con
respecto al contenido de la enzima nativa). Losbtasnen las vueltas de la cadena
principal del polipéptido de la laminf parecen estar involucrados en la mayor
estabilidad de la enzima, probablemente debido alidaramente estructura
tridimensional de la proteina mas compacta pro@upior la presencia del IL. Estos
resultados estuvieron de acuerdo con los obtemidoBuorescencia, lo que sugiere que
la estabilidad de la enzima en este medio fue megopor la formacién de una
conformacion mas compacta, pero flexible, similda anativa en lan-quimotripsina
capaz de exhibir un alto nivel de actividad. CAL& ptro lado (vefFigura 1.12, 11),

en agua muestra la tipica estructura secundarfelilze a, con el caracteristico doble
minimo a 208 y 222 nm, y una banda negativa efsey230 nm (34% de la estructura
a-hélice). En el caso del hexano, observaron conesgéctro de CD mostré un mayor
cambio, sefialado un incremento en la lamfhay en la estructura secundaria
desordenada, lo cual puede estar claramente netatnacon la pérdida de actividad tras
24h en las mismas condiciones. En los casos ecuales se emplearon ILs como
medios de reaccion.€., [Emim][NTf;] y [Btma][NTf;]), los espectros de CD fueron
muy semejantes a los obtenidos en medio acuos@ gerobservdo una ligera
disminucién de la cantidad de hélicg un ligero aumento con la cantidad de lanfina
mientras la cantidad de estructura desordenadaapexi® practicamente constante a la
obtenida en medio acuoso. Esencialmente, ambofudren capaces de mantener la
conformacion flexible y activa de la enzima, miastque los ligeros cambios en la
estructura secundaria pudieron haber sido los nsgiides de la pequefia caida inicial
de actividad (veFigura 1.11, Il) (De Diegoet al, 2004; Lozanet al,, 2005).
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Figura 1.12. I) A Espectros de CD de UV lejano parackguimiotripsina en agua (a), 1-

propanol (b) y [Emim][NTS] (c) después de 15 min de incubacién a 3®Composicién de la
estructura secundaria dedauimiotripsina, determinada a partir del espededCD de UV lejano
en diferentes mediosl) A Espectros de CD de UV lejano para CALB en agual(gxopanol
hexano (b), [Emim][NT{ (c) y [Btma][NTf,] (d) después de 24h de incubacién a 5@C.
Composicién de la estructura secundaria de la CAldBerminada a partir del espectro de CD de
UV lejano en diferentes medios (Lozaetoal, 2005).

En este contexto, una solucion acuosa de enzimeaditicionada a una fase de IL
podria considerarse que esta incluida pero no lthsem el medio, permitiéndole
conservar su microcapa de agua esencial paraisidadty estabilidad (Lozanet al,
2005). En realidad, los sistemas CALB libre-IL gadr considerarse como derivados
enzimaticos inmovilizados, ya que la actividad @efase IL no se reduce por
extracciones liquido-liquido, sino que es neceshenmar a cabo ultrafiltraciones con
membranas de tamafio de exclusibn como minimo d& Baara eliminar la actividad
de la fase. Por esta razén, el IL podria ser cersitb como soporte y medio de
reaccion (verFigura 1.13 porque se pueden dar multiples interaccionese elatr

enzima-IL (i6nicas, enlaces de hidrogeno, van deaM/ etc.), resultando en una red
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supramolecular capaz de mantener la conformacitivaade la proteina (De Dieget
al., 2004, 2005; Lozanet al, 2005).

Figura 1.13. (a) Modelo simplificado bidimensional de la esttuat supramolecular de los
ILs con cationes imidazolio basados en interacaateehidrégeno. (b) Descripcion del esquema
de la “inclusion” de la enzima en regiones himetiagro de la red de IL (Lozamd al, 2005).

Ademas, los ILs no miscibles con la mayoria de dalventes organicos,

permiten una alternativa polar no acuosa para rllevacabo extracciones de los

productos de la mezcla de reaccién mediante ladoidn de dos fases inmiscibles

(Poole, 2004). Este hecho ha permitido desarrakirategias experimentales para

realizar procesos biocataliticos en liquidos iGgsicoon posterior extraccion de los

productos con disolventes organicos mediante s@édeifasicos liquido-liquido (ver
Figura 1.14) (Madeira-Lauet al, 2000; Itohet al., 2001, 2002; Lozanet al., 2001,

2003a, 2006, 2007a; Schofet al, 2001), asi como con sistemas bifasicos liquido

ionico — fluido supercritico, descritos posteriontgecon mas detalle (Lozarat al,
2002a, 2003b, 2004a,c, 2007a,b; Rettal, 2002).
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Solvent
(i.e. hexane)

Cation
Water shell

Figura 1.14.  A. Estrategia para llevar a cabo reacciones en sistemaofésicos basados en
ILs catalizadas por enzimas, incluido el reciclpjéa separacion del producto: (a) enzima en
disolucion acuosa; (b) enzima libre liofilizada) émzima inmovilizada en soportes solidos y (d)
agregados de enzimdB. Representacion de la molécula de enzima en Ilimssgibles en agua
(Lozano, 2010).

La biocatalisis en ILs ha producido resultados Inlesabajo condiciones anhidras.
Un gran numero de enzimag.(lipasas, proteasas, peroxidasas, deshidrogenasas,
glicoxidasas, etc.) y reaccionds.(esterificacion, resoluciones cinéticas, reduca@pne
oxidaciones, etc.) han sido probadas y llevadaba en sistemas monofasicos basados
en ILs, debido a la gran habilidad de éstos pasaldir compuestos polares y no
polares (Rooseet al, 2008; van Rantwijk y Sheldon, 2007; Peséal, 2010).

Se ha podido observar que la mayor parte de lasiksibles en agua provocan
desactivaciones enzimaticas, mientras que los khsmiscibles han mostrado ser
excelentes medios no acuosos para llevar a cabdramsformaciones i.é.
[Bmim][NTf,], [Bmim][PFg], etc.) en las mismas condiciones (l&thal., 2001, 2002;
Lozanoet al, 2001, 2003a, 2006, 2007a; Scho#eral, 2001). Ademas, el caracter
higroscopico de los ILs inmiscibles en agua.([Bmim][NTf,] es capaz de adsorber
hasta un 1.4% w/w de agua, (Bonhéteal, 1996)), hecho que puede ser considerado
como una ventaja adicional de este tipo de distdgelya que las enzimas necesitan un
cierto grado de hidratacion para llegar a ser ast(KKlibanov, 2001; Mateet al., 2007;

Perezet d., 2010). La adicion directa de las enzimias. ¢lisoluciones acuosas, polvo
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de enzima libre liofilizada, enzima inmovilizada eoportes sélidos, o agregados
entrecruzados) en el medio IL que contenga losratost es el enfoque mas usual
realizado para llevar a cabo biotransformaciones Kigura 1.14). En estos sistemas,
la reaccion catalitica ocurre como consecuencigadectividad y enantioselectividad
mostrada por las enzimas, donde se ha podido demtasgran capacidad de las lipasas
de llevar a cabo un gran niumero de reacciones thitta@as en ILs hidrofébicos con
bajo contenido en aguad; sintesis de ésteres aromaticos y alifaticosressiguirales
por resolucién de alcoholes racémicos, ésteresadmlaidratos, polimeros, etc.) (van
Rantwijk y Sheldon, 2007; Roosehal, 2008; Lozano, 2010). En este sentido, también
se ha podido demostrar la idoneidad de dichos Hra pa realizacion de reacciones
quimio-enzimaticas, en las que mediante la comi@nade un catalizador quimico y
una enzima, se han podido realizar reacciones adaplsobre un mismo sustraie.(

resolucion cinéticas dinamicas slecalcoholes) (Lozanet al.2009a,b, 2010a,b,c).

4. Liquidos I6nicos Soportados (SILPs y SILLPS)

Los ILs son muy eficientes debido a sus propiedad®sao “disolventes de
disefio”. Sin embargo, son relativamente caros ya@wae utilizan como medios de
reaccion se requieren en grandes cantidades, aurelal final de su vida Gtil se podria
generar un volumen importante de residuos, pudiesatp por ello, poco atractivos
desde el punto de vista econdmico y ecoldgico eaptinacion industrial (Saret al.,
2011; Selvanet al, 2012).

Una alternativa para solventar estos problemasistensn inmovilizar los ILs en
soportes solidos. De este modo, es posible comlasarentajas de los ILs y la de los
soportes heterogéneos. Al inmovilizar, se mejoudiflasion y se reduce la pérdida de IL
empleado durante el proceso, obteniéndose asi, aweril de facil utilizacion,
recuperacion y reutilizacion, y en el que se reddigsticamente la cantidad de IL
empleado (Burguetet al., 2007).

Los ILs pueden ser inmovilizados en muchos tiposrdgeriales, tales como
superficies porosas de silicato y/o alumina, zaslitcarbon activo, resinas de
poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB), polimeros mbticos y una gran variedad de

matrices poliméricas sintetizadas y naturalesptarddiante adsorcion fisica (Lozaeto
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al., 2002a), como por enlace covalente (Karbatsal., 2006; Burgueteet al, 2007;
Selvamet al,, 2012).

"Ry nAN-R

s ‘ ....... Xe
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o vﬁl amnamn

s

Figura 1.15. Diferentes aproximaciones para la inmovilizacion Iis; a) impregnacion (capa de
liquido i6nico sobre el soporte), b) adsorciongeak idnicos, enlaces de hidrégeno, fuerzas delean
Waals, etc.) y c¢) anclaje mediante enlace covalkdelteation (Burguetet al.,2007).

La inmovilizacién de los ILs en un soporte de mateestructurado, puede
realizarse por diferentes métodos (¥egura 1.15: impregnacion, adsorcion, union
covalente, union sol-gel, etc. En términos gensrdés liquidos idnicos soportados en
fase solida, son comunmente denominados SIt®gpported lonic Liquid Phase$”
(Parvinet al, 2012; Selvanet al, 2012). Pero los liquidos i6nicos soportados (ver
Figura 1.16) mediante enlace covalente en superficies poloasgyireciben el nombre
de SILLPs {Supported lonic Liquid Like-Phase¥(Kim y Chi, 2004; Kimet al, 2008;
Karbasset al, 2006).

El desarrollo de diferentes matrices poliméricas [ga posterior aplicacion como
soportes ha sido de amplio objeto de estudio (Beigloet al, 2009; Frost y Mutton,
2010; Lu et al, 2009). La estructura polimérica y los gruposcfanales que la
conforman, asi como la morfologia resultante, servithl importancia para su uso
como soportes cataliticos, pues se ha demostragldagupropiedades del catalizador
varian en funciéon del tipo de soporte poliméricoif{§ué et al, 2013; Jadhaet al,
2013; Liang, 2013). Para esclarecer las diferersmme los polimeros existentes y los
empleados en este trabajo, a continuacion, sefictasialgunos tipos de soportes

poliméricos de interés en catélisis.
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Figura 1.16. Esquema de Liquido l6nico Soportado mediante erdagalente
en una matriz polimérica (SILLP).

Tipos de soportes poliméricos
Segun lanaturalezadel polimero, se pueden clasificar en:

» Polimeros solubles: por lo general, son polimeliogales de bajo peso
molecular, solubles en disolventes compatibles stoestructura quimica. Son
muy importantes los grupos funcionales que los aomdn, ya que de éstos
depende la solubilidad en ciertos disolventes.eparmmcion de un medio liquido
de reaccién se realiza bien por extraccion o pecipitacion. Los ejemplos mas
tipicos son los poliestirenos y el polietielengli¢BEG) (Bergbreiteret al,
2009).

» Polimeros insolubles: Por lo general, estos pobmsgroseen un alto peso
molecular. En su mayor parte se trata de polimentecruzados. Dependiendo
del grado de entrecruzamiento pueden clasifica@@®oc microporosos o
macroporosos. Se mantienen en el estado sélidoreserxia de cualquier
disolvente. Los mas comunes son los polimeros diesficeno que utilizan
divinilbenceno como agente de entrecruzamiento, iepdd contener
clorometilestireno o distintos acrilatos como coadmeros. Al ser sdlidos, su

separacion de un medio de reaccion es facil yesfiei

» Soportes inorgénicos: generalmente poseen estaschorosas con una gran
area superficial. Los mas comunes son la silice nenor medida la alumina,

oxidos de zinc, arcillas, zeolitas, etc.
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Dendrimeros: son los mas recientes y facilmenteidmalizables (en especial
los que poseen grupo arilo), son solubles en akydlisolventes con lo que se

favorece la movilidad del catalizador inmovilizestibre ellos.

Segun sestructura los polimeros pueden ser (Odian, 2004):

Lineales: los mondmeros se unen por dos sitioe@aakp cola).

Ramificados: estos polimeros incluyen mas de dassgle union por molécula
en relacion a la cadena creciente del polimero.n@uason altamente
ramificados, pueden llegar a tener una estructupgriamificada de tipo

dendritico, en el cual las cadenas secundarias aséavez ramificadas.

Entrecruzados: se introducen los mondmeros que epugurticipar en el
crecimiento de dos cadenas poliméricas diferentes,que permite el
entrecruzamiento de dichas cadenas. Se utilizatop@nto monémeros con al
menos dos grupos/unidades polimerizables diferentes

Estrella: las cadenas del polimero, lineales o freadias, parten todas ellas de

un centro comuan, de un unico punto de ramificacion.

Se pueden clasificar también de acuerdo con eldgepolimerizacion, segun el

mecanismo de reaccion que produce la elongaciden cidena polimérica:

Polimerizacion por radicales libres (PRla polimerizacion por radicales libres
es el método mas extendido para la sintesis dmeuis, por la posibilidad de
llevarla a cabo bajo condiciones suaves, por supatibilidad con una amplia
variedad de mondmeros (acrilato, estireno, butadiett.) y porque es también
tolerante con un amplio rango de grupos funciondf@sl, NR,, COOH,
CONRy) y condiciones de reaccion (en masa, disoluciuspension, etc.)
(Odian, 2004). Actualmente, el 50 % de los polimesiotéticos se preparan por
procesos de polimerizacién radicalaria. La formactel polimero por este
meétodo implica la adicidon sucesiva de los mondmeras forman cadenas de
gran tamafio, gracias a la gran reactividad deddiales libres. Estos pueden
formarse por diferentes mecanismos que implicaergémente la utilizacion de
moléculas iniciadoras. Después de la generacidlosleorimeros radicales a
partir de los monomeros (iniciacion), en las etag@gropagacion se afiaden

nuevas unidades de mondmero, de modo que el cestonide la cadena
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polimérica es constante. Los iniciadores mas coswsom los que producen
radicales por descomposicion térmica (peréxidosartiops y azoderivados)
(Odian, 2004).

Descomposicién del iniciador . kg oF
. . e k:'
Iniciacion F+ M — » Ry
., . k .
Propagacion R+ M —2 » R
. kn' -
Transferencia Ri* S —— Ri = P
k.rcn‘
Fi | R/ + RJ T F’,-_J o P+ P
ina

Figura 1.17. Mecanismo general de polimerizacion por radicale®s$. R radical
de cadena larga i, 12 iniciador, M monémero, S &gee transferencia y P polimero.

Sin embargo, la polimerizacion radicalaria tierguahs limitaciones con respecto

al grado de control en la estructura macromolecelaparticular, en la distribucion de

pesos moleculares, la composicion y la estructedasipolimeros formados.

Polimerizacion radicalaria controlada (PRCgs por ello que a lo largo de la
altima década se han desarrollado distinta técnidas Polimerizacidon

Radicalaria Controlada (PRC) proporcionando nuégesicas y metodologias
que permiten un control preciso de los procesqgotimerizacion, manteniendo
la versatilidad de la polimerizacion radicalarimeencional (Moackt al, 2005).

Asi pues, con el empleo de estas técnicas se h#dopsintetizar una amplia
variedad de macromoléculas con estructuras, cogipnes, funcionalidades vy

propiedades bien definidas.

Entre estas técnicas se pueden destacar dos méwdugcionarios;RAFT

(“Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfery ATRP (“Atom-

Transfer Radical Polymerization”). Estos métodosbssan en una répida
evolucion de un equilibrio dinamico entre espeaigs/as e inactivas. La amplia
aplicabilidad, el alto grado de control sobre ed@molecular, la disminucién de
la polidispersidad, y la posibilidad de emplearaiahdores y reactivos con
diversas funcionalidades hace que su aplicacidnlaeindustria sea muy

prometedora.
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En este trabajo se utilizé fundamentalmente lod.BH_compuestos de liquidos
ionicos soportados sobre resinas preformadas (fiddatji

Liquidos Ionicos Soportados sobre resinas Merudfiel

La obtencién de los liquidos i6nicos soportadosLI(Bk) sobre resinas
comerciales de tipo Merrifield es un método rapigara llevar a cabo su
inmovilizacién, mediante la modificacion de la sdijpge de estas resinas (Karbasts
al., 2006). Este método permite conocer la influedeidas caracteristicas estructurales
del soporte (grado de entrecruzamiento, porosisiagerficie activa, entre otras) en el
SILLP. Las caracteristicas de partida de las residarrifield no se modificaran
significativamente por el anclaje de las unidadasliquido i6nico y de este modo, se

pueden obtener multiples variantes de los SILLPsedificando diversos factores

basicos.
! Y Anion
' X
720 !
Carga de laresinay X
estructura polirnérica N ’]-{"‘ Longitud de
NN >  cadena auxiliar
LI S
W= s
Canlidad del iqudo
ionico
Figura 1.18. Posibles modificaciones estructurales de los SIL&éRPsin

soporte de resina Merrifield.

Una de las variables es la carga de los gruposnktilo en las resinas, pues al
seleccionar un tipo de resina Merrifield de altegyaase podra soportar mayor cantidad
de IL en la superficie que al emplear una resinmderor carga. Sin embargo, el que se
tenga mayor carga de IL soportado no quiere derlgs propiedades del catalizador

final sean necesariamente mejores.
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Los SILLPs con soporte polimérico de resina Meglifj se preparan de forma
muy sencilla. El imidazol correspondiente reaccion@leofilamente con los grupos
clorometilo como agentes alquilantes y el atomccldeo es sustituido por el grupo
imidazolio deseado. En estas condiciones, el aosar convierte en el contra-anion,
que, posteriormente, se puede intercambiar poomtra-anion deseado. El radical R
unido originalmente al nitrdgeno del imidazol puedsriarse (longitud de cadena
alquilica u otro grupo funcional alternativo) panadificar las propiedades del SILLP

resultante.

5. Biotransformaciones asistidas por irradiacion néroondas

El calentamiento por microondas se basa en la mzhde las moléculas o
sustancias para absorber y transmitir la irradiacié microondas. La irradiacion por
MW es una irradiacion electromagnética en la gam#&retuencias de 0.3 a 300GHz.
Para evitar interferencias con las telecomunicasion las frecuencias de telefonia
movil, las aplicaciones para calefaccion deben bsadas ISM (Industrial Scientific
and Medical frequencies) las cuales son 27.12 MH5, MHz 6 2.45 GHz. Todos los
hornos microondas domésticos de "cocina" y reastdee microondas de laboratorio
operan a una frecuencia de 2.45GHz. El foton deawmiwlas correspondiente a esta
frecuencia particular tiene una energia cercanf@l6 eV. Esta cantidad de energia es
demasiado baja para romper enlaces quimicos yiacian por MW no puede, por lo
tanto, inducir reacciones quimicas. Esta frecueasignada, es tal que permite que los
dipolos o iones puedan alinearse en el campo per@uadan seguir el campo alterno
completamente. La capacidad de un material espeadifidisolvente para convertir la
energia de microondas en calor a una frecuen@mpdratura dada se determina por el
“factor de pérdida de tangeritéans), el cual se expresa como la relacion de la pardid
dieléctrica £") para la constante dieléctricd)( Se requiere de un medio de reaccion,
por lo general el disolvente, con una altadtpara poder tener una buena absorcién y
por lo tanto, una calefaccion eficaz (Lidstrétral, 2001; De la Hoet al, 2005).

El origen del “"calentamiento dieléctrico por miandas” se basa
fundamentalmente en generar calor por dos mecasigmocipalmente: polarizacién
dipolar y conduccién iénica. EI mecanismo de acdtirade la radiacién de microondas

consiste en provocar la rotacion de los dipolodrdetel liquido lo que causa que las
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moléculas polares se alineen y luego relajen ecamipo oscilante de la radiacion

electromagnética. Cuando la energia de la rotat@déesos dipolos se disipa se produce
el calentamiento del liquido, por eso, al prodécies calentamiento en el interior del

liquido y no transferirse desde el vaso es poul € liquido esta a mayor temperatura
gue el recipiente. La capacidad de la muestra gdar@arse con la frecuencia dada (del
campo aplicado) esta directamente relacionada aamantidad de calor generado. No
hay calentamiento si el dipolo o ion no tiene tienspificiente para volver a alinearse

con el campo o si se reorienta demasiado rapidd-{geara 1.19).

AVAV .S

Figura 1.19. Moléculas dipolares las cuales intentan alineamse un campo
eléctrico oscilante (Lidstromt al, 2001).

En general, los disolventes se pueden clasificacderdo a lo bien que absorben
la radiacion microondas: alta (tar 0.5), media (tah0.1-0.5) y baja absorciéon de MW
(tamd < 0.1). Los ejemplos representativos de disoheetredicionales, con sus valores

tam se recogen en [Babla 1.3

En la actualidad, los valores de daen liquidos i6nicos no se han estudiado, a
pesar de conocerse las constantes dieléctrigate(algunos de ellos. Aunque los ILs
suelen ser entendidos como compuestos de absoneidia, esto no ha sido confirmado
cientificamente con el valor tanSin embargo, los liquidos i6nicos de uso mas
frecuente, por ejemplo, [omim][BFy [bmim][PFs], poseen propiedades disolventes
ideales para microondas. Ademas de la buena edgabtérmica y quimica que se ha
mencionado anteriormente, los ILs también cuentanun caracter polar e ionico lo
gue les permite interactuar a través de ambos rismeas de transferencia de energia en
MW (polarizacion dipolar y conduccion iénica) (Lidém et al, 2001; De la Hozt al.,
2005).
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Tabla1l.3. Capacidad de adsorcion de MW para diferentes
disolventes. a) La constante dieléctri¢aa igual permitividad
relativa,¢”, a temperatura ambiente y bajo influencia de amgmo
eléctrico estaticos. b) Valores determinados a GHIS y a
temperatura ambiente (Lidstréehal, 2001).

Disolvente g(e)résgf:ir:;tae Pérdida de tangente
@) (tand)
Hexano 1.9
Benceno 2.3
ccl, 2.2
CHCl; 4.8
CH3COOH 6.1 0.09
CH3;COOCH,CH3 6.2 0.174
THF 7.6 0.059
CH.ClI, 9.1 0.047
Acetona 20.6 0.042
Etanol 24.6 0.054
Metanol 32.7 0.941
Acetonitrilo 36 0.659
Dimetilformamida 36.7 0.062
DMSO 47 0.161
Acido Férmico 58 0.722
Agua 80.4 0.123

La combinacion de los ILs como disolventes neabériy la irradiacion de
microondas como fuente de energia alternativa gén esonvirtiendo en dos
herramientas de enorme potencial para muchas os@&scenzimaticas. En este sentido,
el conocer el papel de los ILs para estabilizarelasimas y como la radiacion por
microondas podria activarlas, es clave para elrddkade futuras estrategias, en las
cuales la combinacién de ambas podria permitir onae un elevado numero de
procesos enzimaticos. En esta linea, la irradiaggmicroondas se ha convertido en un
dispositivo de calentamiento rutinario empleado diwersas reacciones quimicas,
resultando un método de calefaccion de alta efi@ernergética. Sin embargo, sus
aplicaciones como fuente de energia para la ssnéegiimatica son bastante limitadas.
La mayor controversia en el campo de las reacciasetidas por microondas es la

causa del aumento de la velocidad de reaccion rgemnte atribuidos a efectos no
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térmicos. Esta controversia se debe en parte albhée que muchas de las reacciones
conocidas y llevadas a cabo por calentamiento ingdiacién por microondas, fueron
realizadas en hornos de microondas domeésticossionirol preciso de la temperatura,
por esta razén muchos investigadores argumentarerelgaumento de la velocidad de
reaccion fue causado por el sobrecalentamientdsdésdntes mas alla de sus puntos de
ebullicibn normales. Otros investigadores, sin egdyapropusieron la existencia de
efectos no-térmicos basados en la argumentaci@ueléos grupos funcionales polares
exhiben mayor reactividad con reactivos adyacdra@s radiacion por microondas que
bajo calentamiento conductivo a la misma tempesatdoy en dia, estan disponibles
los reactores de microondas especializados equspamocontroladores de temperatura
y presion fn situ’. Con la disposicion de esta tecnologia, algumygstigadores han
visto como las enzimas han mostrado mayores aatiesl y selectividades en
disolventes organicos bajo radiacién por microondas$, Mazubertet al, (2014) han
cuantificado los efectos de la irradiacion micrcasi@n la produccion de biodiésel a
partir de aceites residuales de cocina medianteciceges de transesterificacion y
esterificacion catalizadas por acidos y alcalisi@ado de manifiesto la importancia del
control de temperatura mediante sensores de fifitiea) que son mas precisos que los

sensores infrarrojos.

A pesar de la controversia, la utilizacion de ligps ionicos como medios para
reacciones asistidas por microondas ofrece muatrdsjas. Los disolventes organicos
son normalmente inflamables y volatiles, lo cualirgiesgo de seguridad al trabajar a
altas temperaturas y en recipientes cerrados, smmdas circunstancias que se dan al
trabajar con irradiacion por microondas. En comgrales ILs son disolventes ideales
para reacciones de microondas debido a sus altusgpde ebullicion, bajas presiones
de vapor y altas estabilidades térmicas. Ademds,IlUs tipicos tienen constantes
dieléctricas moderadamente altas (en el rango d&5)0y capacidades calorificas
relativamente altas. Esta combinacion Unica permites ILs poder absorber las ondas
microondas de forma eficiente y que se calientes f&ilmente. Debido a estas
ventajas, los ILs se han empleado como disolvesriasna amplia gama de reacciones
asistidas por microondas (Hoffmaanal, 2003; Leadbeateat al, 2004; Leadbeater y
Torenius, 2002; Lévéque y Cravotto, 2006). Sin equnael uso de irradiacion por

microondas para la catalisis enzimatica en ILsith@suy poco estudiado.
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Por esta razon, el grupo de Zhetoal. (2009), examinaron la actividad sintética
del derivado inmovilizado de lipasa B @andida antarcticaNovozyme 435) en mas
de veinte ILs con moderadamente altas constan&déctticas (entre 10-15), valores
proximos altert-BuOH (12.47 a 25°C) mediante calentamiento corieeat y por
microondas. El estudio comparativo entre ambas icmmés lo hicieron para los
disolventes; diclorometano y acetonitrilo, y el [BRmim][NTf;], y mientras que los
sustratos se secaron intensamente, la lipasa peciancon un contenido
moderadamente bajo de agua entorno al 3% en pestosEresultados se observo
mayores velocidades de reaccién en los ensayomdibsva cabo mediante irradiacion
por microondas que aquellos realizados en baficaM&nm embargo, cuando la enzima
también se seco (sobre@®), las diferencias en las velocidades de reac@amblieron
insignificantes. Por otro lado, cuando se afiadid%n(v/v) de agua en el disolvente a
granel ([omim][NT$]) y la enzima no se seco, tal diferencia tambi&smaohuyo. Este
fendmeno tan interesante, ya fue visto y explicado otros autores. Cuando los
sustratos y/o enzima (S) no se secaron completaneentiando una pequefa cantidad
de agua se afadi6 en las reacciones (es deanzilaz estaba rodeada por al menos una
capa de agua), las velocidades de reaccion fuastarite superiores bajo irradiacion
por microondas que a través de calentamiento téroanvencional (Zhaet al, 2009).

0.9

'@ MW

|
i O Bath

Initial activity (umol/min/mg Enzyme)

DCM + IL+ IL + dried L+ ACMN +

undried undried CalLB undried undried
CalLB CalB CalLB + CalB
1%
water
Figura 1.20. Influencia de la irradiacion por microondas (MW) y

el contenido en agua en la actividad enzimaticenffezatura 40°C;
DCM es diclorometano; IL es [Bmim][NJ[f ACN es acetonitrilo)
(Zhaoet al, 2009).
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Este fendmeno fascinante fue explicado por estepogrsuponiendo un
sobrecalentamiento de la capa de agua que rodearzima, en lugar de un efecto no
térmico, como se ilustra en lagura 1.21 (a), en un entorno de disolvente y sustratos
hidrofobicos bastante secos, donde la particulandena esta rodeado por (al menos)
una capa de moléculas de agua. En este microambiantapa de agua cerca de la
superficie de la enzima tiene una constante digt@écmucho mayor (80.1 a 20°C) que
el disolvente organico o el IL, en el rango de 7-@incipalmente 7-20, teniendo en
cuenta como la constante dieléctrica estatica dprdéeina en polvo seco era de
aproximadamente 4 y el soporte de inmovilizaci@sifra acrilica) tiene un valer en
el rango de 2.7 a 4.5 (la mayoria de los plas&sd&n en el rango de 2-4). Por lo tanto,
bajo irradiacion de microondas, la superficie derlaima pudo probablemente alcanzar
una temperatura mayor que el disolvente a grari@tldeal sobrecalentamiento de la
capa de agua. Esto podria explicar las velocidddeseaccion mas altas observadas
bajo microondas cuando la enzima no se secO pediselvente y los sustratos si.
Cuando la enzima también se secO intensamentespsgaba que esta capa de agua
desapareciera. Pero lo que ocurrié fue que peseado intensivo sobre®, la
enzima perdid la capa superficial deglia esencid) pero conservé de 3-4 y 14-16
moléculas de agua por molécula de enzima encereadas estructura. Esto permitid
explicar los resultados obtenidos, donde no hubmim sobrecalentamiento de la
superficie de la enzima, por esta razon, las atdés en ambos casos fueron muy
similares (Zhaet al., 2009).

H,0 \ II:()\
/O i
\‘ O .‘
% QO
Bulk solvent Bulk solvent
(a) (b)
Figura 1.21. llustraciones del sobrecalentamiento por causaadel: (a) la

particula de enzima libre o inmovilizada esta raldepor una capa de moléculas de
agua mientras que el disolvente hidrofébico estdomi@riamente seco; (b) la
particula de enzima esta rodeada por una capa #eutas de agua, mientras que la
mayor parte de disolvente contiene una pequefiddaednie agua dispersada (Zteto
al., 2009).
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Cundo se afiadio agua adicional y se dispersé {astrde agitacion vigorosa) en
el disolvente Figura 1.21 b), la constante dieléctrica global del medio seementd y
el efecto del sobrecalentamiento en la superfieitacenzima se redujo. En acetonitrilo,
el disolvente hidrofébico tendio a dispersar lasénuas de agua fuera de la superficie
de la enzima en todo el sistema de reaccion. Coesnltado, no se produjo
sobrecalentamiento de la superficie de la enzinprylo tanto no se incremento la

velocidad de reaccion (véigura 1.20).

Sin embargo, es interesante mencionar que en spkgiacuosas el efecto no
térmico se ha observado para las enzimas term@f@aselliet al, 1997; Younget al,
2008). El grupo de Porcelli estudio la exposiciomradiacion por microondas de dos
enzimas termdfilas y termoestables, aisladasSdléolohus solfataricyshidrolasa S-
adenosil y la 5'-fosforilasa metiltioadenosina, asbe sometieron a una radiacion de
10.4GHz con el objeto de discriminar entre efetéosicos y no térmicos. Las causas
de exposicion no térmicas, fueron irreversiblegyeshdientes del tiempo de exposicion
en ambas enzimas, la velocidad de inactivaciorlseiono con la energia absorbida y
fue independiente de la concentracion de enzimacéRioet al, 1997). También se
estudio la influencia de sales en la inactivaci@ lds enzimas. Los cambios
conformacionales de la hidrolasa 5-adenosilhongicigt se detectaron por
fluorescencia y dicromismo circular, sugiriéndose das ondas microondas inducen
cambios estructurales en la proteina que no estuvielacionados con la temperatura.
Por otro lado, Younet al, (2008) consideraron que las proteinas y losig@pal tener
momentos dipolares significativos, podian ser g@appeente susceptibles a irradiacion
por microondas, aunque los efectos especificomaebondas en la biocatalisis no eran
del todo claros. Estos efectos son dificiles deimnabido al calentamiento rapido de
soluciones acuosas en virtud de la alta potencigatiiacion de microondas que puede
desencadenar en la desnaturalizacion de la proyefmet lo tanto, en su inactivacion.
Por otra parte, la capacidad catalitica intrinsdealas enzimas a una temperatura
relativamente baja puede ocultar el aumento deltzcidad de reaccion por medio de la

irradiacion de microondas.

Los efectos especificos de la irradiacion por nuodas en la catélisis enzimatica
podrian ser observados si, a altos niveles deiac#ich de microondas, la actividad
catalitica fuese minima y surgiese del calentarigrmico del disolvente. Esto puede

lograrse en un entorno acuoso, si se tiene cuigdado(1) enfriar eficazmente la mezcla

73



Introduccion

de reaccion durante la irradiaciéon utilizando uaipiente de reaccion con camisa y
enfriamiento criogénico, y (2) si se utilizan enasrhipertermofilas que tienen actividad
catalitica minima a temperaturas inferiores a 40yCsus temperaturas de
desnaturalizacion son mucho mas altas que sus bgasimesodfilas (Youngt al,
2008).
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Figura 1.22. A) Perfiles térmicos de las reacciones a 300W y eseraiia de irradiacion de
microondas.B) Efecto de la irradiacién por microondas en lavaadid de CE Pfu CelB (enzima
termdfila con Ty de 110°C), Pdu CelB (homologa mesoéfila de CE RéB; Tm GalA (enzima
termdfila con T, entorno a los 90°C), y SsoP1 (enzima termdfila Tgnentorno a los 90°CYX)
Actividad enzimatica de Pfu CelB dependiente deoldencia microondas (Yourg al, 2008).

Sus resultados mostraron como, los extractos delasélde E. coli con f-
glucosidasa recombinante (CelB) mostraron una emaatividad al ser sometidas a
300W de irradiacion por microondas (70°C por deldgosu temperatura 6ptima),
mientras que en las mismas condiciones térmicasctizidad fue despreciable. Sus
homologas mesofilas no mostraron tal influencia kegjte tipo de irradiacion, esto se
explicd en base a que su temperatura Optima erdonm@s cercana al gradiente de
temperaturas con el que se trabajo, por lo tante efecto no fue relevante en la
actividad. El ensayo también se probd con otrasedasnas termdfilas, pero con mas
baja temperatura 6ptima, mostrandose al igual qusl easo anterior, una mejora en la
actividad al irradiarse con microondas, pero memmentuada, debido a como se ha

mencionado antes, el menor incremento de temparatire la 6ptima y la de reaccion
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(ver Figura 1.22, B. También mostraron en su estudio, la influeneidadpotencia en
la actividad (verFigura 1.22, O, observandose una clara mejoria de la misma kon e

aumento de la potencia (Yourgal, 2008).

6. Sintesis de biodiesel

La crisis energética se muestra inevitable comsemrencia de la gran demanda
global de energia que va en aumento como consaauggicdesarrollo industrial y el
crecimiento de la poblacion en todo el mundo (F&uston, 2009Borugadda y Goud,
2012). El aumento del consumo del petréleo en dtisidades diarias ha generado la
alarma entre los consumidores debido a la actuah®n dependencia del mismo y de
sus derivados. Si la tendencia contintda asi eprimamos afios, podrian haber muchas
posibilidades de que se disparase aun mas su peediluso se acabaran sus
existencias (Vyast al, 2010). Aparte de la posibilidad de disminuci@nlas reservas
de combustibles fésiles, el efecto perjudicial @& dases de escape de los combustibles
derivados del petrdleo en el medio ambiente esitanyireocupante. La combustion de
estos combustibles libera sustancias nocivas ymsks en la atmdésfera, siendo el
producto de la combustion del motor, didxido déoap, uno de los mayores causantes
del efecto invernadero y que contribuyen al calargato global (Talebian-Kiakalaieh
et al, 2013). A medida que se incrementa la producd®rdioxido de carbono y se
confina en la atmadsfera, el calor del sol tamb&ateapado, aumentando la temperatura
superficial de la Tierra, lo que resulta en el antmedel nivel del mar debido al
derretimiento de las capas de hielo. Las resereasrado limitadas y los gases de
escape que se emiten al medio ambiente son dass derienazas que han reiterado la
importancia de sustituir el petrdleo crudo por Bedl, que se presenta como su

alternativa mas prometedora y con mayor potencial.

6.1. Composicion quimica del biodiesel

Los aceites naturales y las grasas son ésteresliagolyy éacidos grasos,
comunmente llamados glicéridos o triacilglicéridétay dos tipos de acidos grasos;
saturados que contienen soélo enlaces sencillosomattarbono e insaturados que
poseen al menos un enlace doble carbono-carboemplt)s comunes de acidos grasos

son; estearico, oleico, palmitico y linoleico (Vieabla 1.4). La Tabla 1.5 muestra la
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estructura de triacilglicéridos que incluyen, diglidos y monoglicéridos, mientras que
en laTaba 1.6 se pueden ver la composicion de acidos grasosfemmtes aceites
(Talebian-Kiobalaiehet al., 2013). El biodiesel puede ser producido mediante la
reaccion quimica de transesterificacion entre utenah de alimentacion, ya sea aceite
vegetal o grasa animal, y un alcohol primario (meftaetanol, etc.), cuyos productos de
reaccion son ésteres metilicos de &cidos grasaglgsAo etilicos (FAEES) en funcion

del alcohol primario empleado (Boehman y Gerpef520

Tabla 1. 4. Estructura quimica de los acidos grasos.

Esteres metilicos de
f i acidos grasos
Acido graso (Nombre Acronismo 9
., . Estructura (Nombre
comun/nombre funcional) Comun comin/nombre
funcional)
. T Palmitato de
Acido palmitico/ Audo R-(CH,)14-CHs C16:.0 metilo/hexadecanoato de
hexadecanoico metilo
. L s Estearato de
Acido estearlco{ Acido R-(CH,)16-CHs Cc18:0 metilo/octadecanoato de
octadecanoico metilo
Acido oleico/Acido (2)- ] . | , Oleato de metilo/9(Z)-
octadecenoico R-(CH;)7CH=CH-(CH)rCH, cisl octadecenoato de metilo
Acido linoleico/ Acido 9(2),12(2)- | R-(CH);-CH=CH-CH-CH=CH-(CH).- c182 me';i'l’;%e(golg‘(ez)_
octadecadienoico CH;s ) S\ .
octadecadienoato de metilo
Linolenato de
Acido linolénico/ Acido ) . i . metilo/9(Z2),12(2),15(2)-
9(2),12(2),15(2)-octadecatrienoico R-(CH)(CH=CH-CH)-Chs cie3 octadecatrienoato de
metilo

Tabla 1. 5. Estructura tipica de las moléculas de acilglic&ido

Triglicéridos Diglicéridos Monoglicéridos
(o) 0
HQC—O—(lL—R Hzc—O—(")—R HzC—O—CHJ—R HQC—O—(HZ—R H2C—OH
o) 0 ‘ ‘ o]
Hc—o—c":—R' HC—OH HC—o—(":—R' HC—OH Ho—o—c”:— R'
B i S
HzC—O—(l)—R" HzG—O—(”;—R" H2C—OH Hz2C—OH H2C—OH
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Tabla 1. 6. Composicion tipica de diferentes aceites vegetalepleados en la produccién de

biodiesel (Talebian-Kiobalaiedt al.,2013).

Tipo de aceite Especie Composicién mayoritaria dec@los grasos
Soja C16:0, C18:1, C18:2
Colza C16:0, C18:0, C18:1, C18:2
Girasol C16:0, C18:0, C18:1, C18:2
Palma C16:0, C18:0, C18:1, C18:2
Cacahuete C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C20:0, C22:0
Aceites comestibles
Maiz C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3
Camelina C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, C2020:1, C20:3
Colza C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3
Algodon C16:0, C18:0, C18:1, C18:2
Calabaza C16:0, C18:0, C18:1, C18:2

jatropha curcas

C16:0, Cl16:1, C18:0, C18:1, C18:2

Pangamina pinata

C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3

Mango

C16:0, C18:0, C18:1, C18:2

Aceites no comestibles Palanga

C16:0, C18:0, C18:1, C18:2

Sebo

C14:0, C16:0, Cl16:1, C17:0, C18:0, C18:1, C18:2

la tilapia del Nilo,

C16:0, C18:1, C20:5, C22:6, otros.

aves de corral

C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3

WCO (aceite de

Otros cocina gastado)

Dependiente del tipo de aceite fresco empleado

Las principales ventajas que presenta el uso déidsiel en comparacion con el
combustible diesel son que, principalmente, el ibs@ es renovable, emite menos
sustancias peligrosas en los gases de escapeisp sambién reduce la dependencia de
los combustibles a base de petrdleo, con influsnsignificativas en la reduccion de
emisiones de los motores, como los hidrocarburagiemados (68%), materia
particulada (40%), monoOxido de carbono (44%), Oxide azufre (100%), e
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) (80-90%ientras tanto, es mas seguro
para almacenar y manipular, y puede ser producidlnfente en cantidades
domeésticos. Se han realizado estudios que afirmano @l uso de biodiesel 100% puro
(B100) es capaz de reducir las emisiones netagd&d de carbono en un 78,45% en
comparacion con el diesel del petréleo. Ademas,bitadiesel se dice que parte es
recuperable si se tiene en cuenta el ciclo delocarpya que las plantas absorben parte
del diéxido de carbono para el proceso de la fotesis, reduciendo asi la cantidad del

mismo en la atmodsfera (Atadaghial, 2010; Wu y Leung, 2011).
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6.2. Reaccion de transesterificacion para la obteitn de biodiesel

Hay varios métodos disponibles para obtener bieties partir de aceites
vegetales, mediante su uso directo s6lo 0 mezchadwpemulsiones, craqueo térmico
(pirolisis) o mediante reacciones de transestagdfan (Borugadda y Goud, 2012). La
reaccion de transesterificacion se define comoreaacion de transferencia de acilo
entre los triacilglicéridos que pueden contened@igrasos saturados e insaturados y
un alcohol primario que puede ser; metanol, etgmropanol o butanol, en presencia de
un catalizador que puede ser de naturaleza quisnéceimatica, para producir mezclas
de ésteres de acidos grasos como producto pringipggicerol como subproducto
(Leunget al, 2010; Rodrigues y Fernandez-Lafuente, 2010ap®eipal.,2013; Goget
al., 2012; Mazuberet al, 2014). Segun la estequiometria de la reaccmmngcesarios
3 moles de alcohol por cada mol de triacilglicérida reaccion entre los triglicéridos y
el alcohol para producir ésteres de acidos grasasuestra en l&igura 1.23. Este
proceso se lleva a cabo principalmente para redaaiiscosidad de la materia prima,
gue a veces puede tener valores muy elevadossulbaredo adecuado su uso directo en

motores diesel.

CH,OH CH,0H CH,OH
CH5 Q0NN VAN i, 1. '|. CHy00G AN WA
EH=00CAAA/NAAN _ 3 2
EHFO0EVAAATIAAN/ * or L'?j

. _ CH,OH
C h&n;ical Enzyme (I:HUH
catalyst  (o.g. lipase) i
(e.g. H, OH ) ST

Figura 1.23. Sintesis de biodiesel por transesterificacion &rpde triacilglicéridos.

Durante el proceso, las moléculas de alcohol (gémente primario) van
reemplazando en la cadena principal de glicerosactidos grasos, produciendo de este
modo los ésteres de alquilo de los respectivosoacitasos. Esta reaccién quimica
puede verse influenciada por diversos parametnofyiendo el contenido de acidos
grasos libres y el contenido de agua, la relaciolamentre el alcohol y el aceite, el tipo
de catalizador y su carga, la temperatura de r@acka velocidad de agitacion (Sharma
y Singh, 2009), asi como el tipo de catalizadorleagn en la reaccion, que pueden ser

tanto de naturaleza organicas como inorganicanfas cominmente utilizados) (Leung
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et al, 2010; Miao y Wu, 2006; Borugadda y Goud, 201®)enzimas, donde la
ingenieria del medio de reaccion juega un papéasiec(Fu y Vasudevan, 2009; lat
al., 2008, Rodrigues y Fernandez-Lafuente, 2010b;&bad), 2012).

6.3. Los liquidos idnicos en la sintesis de biodés

Desde el punto de vista técnico, la mayor dificil@sociada a la sintesis
biocatalitica de biodiesel esta asociada a inmilgtald mutua tanto de los sustratos
(triglicéridos y metanol), como de los productostéées metilicos de los acidos grasos
y glicerol) de la reaccion. Este hecho determina gumedio de reaccion tenga una
naturaleza bifasica durante todo el curso de leciéa, donde la presencia indeseada de
agua, no soélo puede afectar a la selectividad ¢im@anto de las reacciones catalizadas
(i.e. hidrdlisis, saponificacion), sino tambiércamportamiento de fases del sistema por
la aparicibn de emulsiones indeseadas. {abones, espumas, etc), que limitan la
viabilidad del proceso, dificultando enormementesdégparacion entre los productos.
Ademas, en el caso de los procesos biocatalitiamssidtesis de biodiesel, la
inmiscibilidad del metanol con los aceites vegatdbevorece un contacto directo de
dicho alohol con las enzimas, lo que produce upa@aée irreversible desnaturalizaciéon
de dichos biocatalizadores. Es por todo ello qaerdalizacion de los procesos
cataliticos de sintesis de biodiesel en sistemafasicos de reaccion es determinante
para garantizar los maximos niveles de eficacialitiaa y de obtencién de producto,
habiendo sido estudiados diversos tipos de distdgeno acuososi.€. hexano,t-
butanol, liquidos iénicos, scGCetc) (Lozancet al.,2011).

El tipo de disolvente también juega un papel decisomo agente de extraccion
de lipidos antes de la conversion en biodiesel rgghket al, 2007; Johnson y Wen,
2009). Aunque los disolventes estan ampliamenfgodibles y se pueden obtener a un
precio razonable, las cuestiones relativas a latilidad, toxicidad, los peligros fisicos
y la posibilidad de contaminacion del medio amtaemice que se pretenda reducir su
uso en el futuro. A medida que la conciencia sabreéesgo de su uso aumenta, la
busqueda de alternativas se convierte en una gathries aqui donde los liquidos
ibnicos se presentan como alternativa mas prometeplara solventar todos estos
problemas. La capacidad de modular sus propiedadé&scion de la naturaleza de sus

iones, hace que se puedan tener ILs especificas qaaa tarea (TSILS) y para

79



Introduccion

diferentes aplicaciones. Las aplicaciones incluieersustitucion de disolventes de
mayor volatilidad, la purificacion de gases, catdlhomogénea y heterogénea, medios
de reaccion bioldgica, y la eliminacion de ionestaleos. Los ILs también estan
involucrados en el pretratamiento de la biomasa ¢idolucion de celulosa (Tadesse y
Luque, 2011). M&s recientemente, existe una temaemeciente en la utilizacién de
estos disolventes para la sintesis de biodiesartir gle aceites vegetales y grasas
animales, donde se pueden utilizar como catalizadgfo disolventes (Ghiaeit al,
2011).

El propésito de este apartado es poner de releeyeeispectiva de los liquidos
ibnicos como disolventes verdes en la sintesis iddidsel. Sus propiedades se
presentan para dilucidar sus ventajas sobre ladvdistes organicos e inorganicos
convencionales. Ademas, también se discuten etlageiy la reutilizacion de los

mismos.

La conversién de materias primas renovables se lEecabo a través de una
reaccion quimica para producir biodiesel, donde (oomente se suelen emplear
disolventes convencionales tanto organicos com@amicos. A pesar de que suelen ser
utilizados debido a su amplia disponibilidad y bajusto, este tipo de disolventes
pueden ser una amenaza sobre el medio ambienesiasgente por su toxicidad e
inflamabilidad. Por otra parte, la disposicion ieadada de residuos que contengan
estos solventes también puede dar lugar a la comamdn del medio ambiente, por

esta razon los liquidos ionicos ofrecen variasajastsobre ellos.

La Figura 1.24 representa varias aplicaciones de los liquidoscadnen la

produccion de biodiesel.

e O

ILs en la Sintesis de
Biodiesel

Disolvente para reacciones Soporte de

Catalizador . L e .
biocataliticas (transesterificacion) catalizadores

Extraccidn de Lipidos

Figura 1.24. Aplicaciones de los ILs en la sintesis de biodiesel
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i) ILs como catalizadores para la sintesis de legdi

Hay varios tipos de catalizadores que se pueddizantipara el proceso de
transesterificacion, estos pueden ser catalizadmsgos i(e. KOH, etc), acidosi.e.
H.SQ,, etc.) y enzimasi.e. lipasas, etc), aunque son los catalizadores ds#is mas
preferidos debido a que el proceso puede llevarsaba con mayor velocidad de
reaccion y estan disponibles a un precio mas ba&mtoomparacion con los otros dos
catalizadores (Atabargt al, 2012). Si bien, los catalizadores homogéneodex@m
dificultades asociadas a la separacion de mezigaglas, también es cierto que los
catalizadores heterogéneos presentan los incomiegigle que requieren condiciones
mas severas de operacion (es decir, tiempos y tatapas de reaccién mas elevados).
La perspectiva de los liquidos i6nicos como cadiizes en la sintesis de biodiesel
parece ser prometedora. Estos se consideran eatai&s homogéneos, porque estan en
la misma fase que los reactivos, y por lo tantepndas ventajas de los catalizadores
homogéneos sobre los heterogéneos, mientras qbétapresentan la ventaja al igual
que los catalizadores heterogéneos, de la facdraedn del producto tras acabar la
reaccion. Por lo tanto, mediante la combinaciérestas ventajas, la aplicacion de los
liguidos i6nicos como catalizadores en la sintdsidiodiesel ha comenzado a ganar
popularidad. Ademas de esto, hay que sumarle ltsjas que presentan debido a su
alta actividad catalitica, excelente estabilidagkilfaislamiento del producto y los

beneficios ambientales que presentan @ival, 2007).

La mayoria de los liquidos ionicos utilizados pargroduccion de biodiesel son
del tipo &cidos de Binsted (Gucet al, 2011; Zhanget al, 2009; Zhouet al, 2011).
Aparte de esto, también se han utilizado ILs bas{tanget al, 2010; Zhouet al,
2012). Los ILs tipo acidos de ®msted se prefieren sobre los basicos, ya que pussien
utilizados para el proceso de transesterificaciependientemente del contenido en
acidos grasos libres de la alimentaciones, ya qugemeran problemas relacionados
con la formacion de jabon como ocurre cuando dizari catalizadores bésicos. Estos
catalizadores requieren temperaturas de reacciondemadas para lograr
considerablemente altos rendimientos de biodi€selcuanto a su sintesis, se ha visto
como la utilizacion de irradiacion de microondasnu&e la preparacion de liquidos
ibnicos en menor tiempo y en condiciones libresaleentes, mientras que los métodos
convencionales de calefaccion son mucho mas pesadajuieren temperaturas

relativamente mas altas (Martinez-Palou, 2010)teHos métodos que se utilizan para
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la caracterizacién de liquidos idnicos son; infsgns (IR), espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN), andlisis termogravimégidd GA) y espectrometria de
masas de ionizacion por electrospray (Jesgfogl, 2012; Longet al, 2010; Olivier-
Bourbigouet al, 2010). El espectro obtenido por infrarrojos {esenta la absorcion
molecular) y la transmision de la radiacion infogay se pueden utilizar para identificar
materiales desconocidos en una muestra. EI métedta dransformada de Fourier
infrarroja (FTIR) fue utilizado por Qureskt al. (2009), para determinar la acidez de
Bronsted de los ILs sintetizados, para ello se rezwarun test con piridina. El test
permitid conocer los sitios acidos depBsted presentes en el IL debido a la generacién
de una nueva banda en el espectro FTIR, simplerdebtdo a la formacion de iones de
piridinio. La prueba supuso mezclar inicialmentes lb.s con la piridina, para
posteriormente evaluar los cambios en las bandassgectro de IR, observandose que
los cambios producidos eran consecuencia de lalic@@ion entre los grupos acidos de
los ILs y la piridina. El estudio se probo paral4 &Acidos distintos, donde se observé
para todos ellos la misma fuerza acida de Lewisqu@ todos mostraron el mismo
cambio en la banda de piridina. El test de espeubtfmia de RMN puedo ser utilizado
no sélo para evaluar la estructura de los ILs, sine también para conocer su
reactividad. Wuet al (2007) emplearon este método para verificar sinhétodos de
sintesis y purificacion eran adecuados. La puretarichinada por el espectro de RMN-
H® mostré purezas superiores al 95%. Josspdl. (2005) caracterizaron la sintesis de
un IL empleando esta técnica, y observaron qud. giodria ser acido debido a la
resonancia entre los dos nitrdgenos en el anillddamolio. La determinacién de la
temperatura de descomposicion mediante analisisotggavimeétrico de los liquidos
ionicos, es muy util, especialmente durante sufipacion, ya que esta etapa puede
implicar el uso de altas temperaturas. Atual. (2007) estudiaron la temperatura de
descomposicion de 5 ILs, observando como en toowsdsos, esta temperatura fue
superior a 300°C. Stefagt al. (2010) utilizaron el andlisis termogravimétricorga
observar el comportamiento térmico de los liquidoécos mediante la determinacion
de la temperatura de la masa perdiday)(Tde una serie de ILs
bis(trifluorometanosulfonil)imida de N-alquil-N-ald-pirrolidinio, las temperaturas
oscilaron en un rango comprendido entre entre 38318C. Otros métodos han sido
usados para la caracterizacion de ILs, entre elden destacar la espectroscopia de

UV-visible (Duanet al, 2006; Liuet al, 2011), la cual les permitio la determinacion de
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la funcion &cida de Hammett, y la calorimetria iifecial de barrido (DSC) para llevar
a cabo analisis térmicos (Duanal, 2006; Stefaet al, 2010).

En uno de los primeros estudios en los cuales gdeanon ILs cataliticos para
realizar la transformacion de aceite de semillaldedon en biodiesel, se utilizé un IL
acido de Bpnsted como catalizador de la reaccion (&al, 2007). En este trabajo se
sintetizaron 5 liquidos iénicos con 3 cationesrdifiées, piridinio, N-metilimidazolio y
trietilamina con diferente acidez de¢Bisted, y donde todos ellos presentaron en su
estructura un grupo alcano con un sulfonilo, caradndose mediante; RMN, FTIR,
ESI-MS y TGA. En la reaccién de sintesis de biaiese obtuvieron elevados
rendimientos en ésteres metilicos de acidos grasmgjo el que presenté un valor mas
alto de conversion (alrededor del 92%) el hidrogeifato de 1-(4-
sulfonil)butilpiridinio. Esto se debidé a que lossllbasados en piridinio se disocian
generando el proton 'Hmas facilmente que los basados en imidazolio y en
trialquilamonio, lo cual se tradujo en una mayoidez de Bepnsted. Estos ILs se
utilizaron en las mismas condiciones en las queerspleé HSO, concentrado,
obteniéndose tras 3 horas de reaccion valores rmajases. Probandose asi la

habilidad de estos ILs para llevar a cabo estedgreacciones.

Fanget al, (2011) estudiaron la esterificacion de acid@sgs libres (FFA) para
la produccion de biodiesel empelando para ello rfiano- y dicatiénicos (DAILS),
anteriormente sintetizados y caracterizados. Hisisdle acidez de Hammett, mostro
como la acidez aumenté ligeramente con el incremédatla longitud de cadena entre
los dicationes. Los resultados mostraron que lasarsiones mas altas se obtuvieron
para los ILs dicationicos (DAILS), del 95-96% comguks con los monocatidnicos,

cuyas conversiones fueros del orden 85-87%.

Lian y Yang (2010) utilizaron ILs funcionalizado®nc grupos -SgH como
catalizadores para la sintesis de biodiesel arpigtaceite de colza. Estos ILs acidos,
mostraron una gran acidez depBsted y una gran polaridad debido a los multiples
grupos funcionales de su estructura. La alta acm@mujo a una alta actividad
catalitica a 70°C (conversion entorno al 98.3% f#fhy mientras que la elevada
polaridad del IL permiti6 una féacil recuperaciorastrfinalizar la reaccién. Otra
consideracion de estos nuevos catalizadores furidaa estabilidad frente al agua que
presentaron. Ya que al incrementarse el contemda enisma (0.3—-2.0%) decrecio la

actividad solo de un 98.3 a un 95.3%.
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Otra forma de utilizar estos ILs &cidos (acidosBdensted), fue combinandolos
con haluros de metales, donde se observdé un aunesmatone en la velocidad de
reaccion tanto en la transesterificacion como esstarificacion de acidos grasos libres
con aceite de jatrofa para la produccion de bietigSuoet al, 2011). Para ello, se
emplearon iones divalentes {Cuzr?*, C&* y Mn?") y trivalentes (F€ y AI*") en
[Bmim][CH3SO;] para favorecer la reaccion de esterificaciontdraperatura y la carga
del catalizador se redujeron enormemente cuandaosebinaron ambos acidos
(Bronsted y Lewis). La reaccion de transesterificagjae se llevd a cabo empleando
Unicamente [Bmim][CHSGO;] sélo alcanzd el 12% de rendimiento, mientras gle
emplearse este IL con Feeste valor se incrementd en un 99.7%. Mostrandogedo
momento, mejores resultados para los iones tritedeque divalentes debido a su

mayor caracter acido de Lewis y al mayor radio aérdel elemento.

Aunque la mayor parte de la sintesis de biodieselleva a cabo empleando
acidos de Bpnsted como catalizadores, los ILs basicos tamhbiéalgn utilizarse como
alternativa a éstos, asi como ILs dicationicos, emxgelentes resultados para la
produccion de biodiesel (Liareg al, 2010).

i) ILs como medios de reaccion para sintesis eatiga de biodiesel

El uso de ILs en biocatélisis ofrece una mejorra#tiva a los disolventes
organicos, especialmente en la sintesis de biddieaado se emplea una enzima como
catalizador (Yanget al, 2010; Zhanget al, 2011a; Zhaoet al, 2011). La no
desactivacion de las enzimas y el aumento de abikdad en los ILs, son dos de las
principales razones por las que se prefieren adisiventes a los organicos para

reacciones en las que se involucran enzimas (Piddzhauskas, 2003).

En laTabla 1.7 se muestra un pequeiio resumen de algunos ejempldss
cuales se han empleado ILs como medios de reaetidla sintesis enzimatica de
biodiesel. A parte de tener una muy baja volatilidme previene su vaporizacion a
temperatura ambiente, la enzima puede tambiéresaiada cuando se remplazan los

disolventes organicos por estos nuevos disolventes.
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Tabla 1. 7. ILs utilizados como disolventes en la sintesis matica de biodiesel.

ILs Materia prima Enzima Aceptpr Ref.
de acilo
. . p LipasaPenicilium expansum (Zhanget al,
[Bmim][PF ¢] Aceite de maiz Novozym 435, Lipozyme TLIM Metanol 2011b)
[Bmim][NTf 5], [Me(OEt)s-
EtsN][NTf 5], [Me(OEt) s-Et- . . . . . (Zhaoet al,
IM][NTF 5], [Me(OEt)s-Me- Aceite Miglyol® 812 Lipasa B d€andida antartica | Metanol 2011)
IM][NTf 5]
[Bmim][PF ¢] Aceite de maiz LipasaPenicilium expansum Metanol (Yazngleot)al,
[Bmim][PF ¢ Aceite de microalgas Lipasa B deCandida antartica Metanol (Yanget al,
(Chlorella pyrenoidosp 2010)

[Bmim][BF 4], [Emim][TFQ],
[Bmp][BF 4], [Bmp][BF 4],
[Bmp][PF¢], [Bmim][TFO],

[Bmim][NTf 5], (De los Rioset

AR CEOIEES), EEEIG LipasaPenicilium expansum Metanol

[BAmim][NTf 2], de cocina usado al., 2011)
[Emim][NTf 2],
[OMIM][NTF 2], [Omim][PF ¢]
[Bmim][PF ¢], [Emim][PF¢], . . ) . } (Sunithaet al,
[HMIm][BF .], [Bmim][BF 4 Aceite de girasol Lipasa B deandida antartica | Metanol 2007)
[Bmim][PF ¢] Trioleina Lipasa B deCandida antartica | Metanol (ReacibjEast

2010)

Ha et al. (2007) realizaron un estudio con 23 ILs diferertemo medios de
reaccion para la produccion de biodiesel a pamiradeite de soja usando como
catalizador lipasa B déandida antarticaEn sus resultados, los rendimientos mas altos
se obtuvieron para el IL-[Emim][TfO] (80% de rendamto en FAMEs tras 12h de
reaccion). Los rendimientos fueron bastante mas ajtie los obtenidos para el medio
libre de disolvente y para el caso en el que sdegmm disolvente comun como fue el
tert-butanol. Ademas, la conversion en FAMEs se mantorstante hasta las 24h en
este IL, mientras que en el caso en el que se értgtebutanol el decrecimiento en la
conversion se dio antes, tras solo 12h de react@uliferencia en la actividad inicial
en estos dos casos, se debio a la mayor viscodelatl, lo que provocdé mayores

limitaciones difusionales (vétigura 1.25).
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Figura 1.25. A Comparacion de la produccion de FAMEs en 23 tigesiLs, tert-
butanol y sistema libre de disolvente tras 24 hal@seaccionB los perfiles de reaccion
para los sistemas mas destacados: Sistema lildisalgente®, [Emim] [MS] V¥, [Omim]
[NTf,] M, tert-butano® y [Emim] [TfO] A (Haet al, 2007).

Para probar la efectividad de 19 RTIL con difersrmationes (la mayoria basados
en cationes imidazolio) y aniones como disolveptegl proceso de transesterificacion
enzimatica usando lipagurkholderia cepacidLBS), Liu et al. (2013), llevaron a cabo
la sintesis de biodiesel, donde se vio como ekEmento en la longitud de cadena del
sustituyente alquilico del cation (aumento de lardfobicidad) incremento el
rendimiento en biodiesel, lo contrario que ocumid el aumento de la hidrofilicidad

del anion. De los RTILs ensayados, el [Ompyl[BFue el que presenté mayor
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rendimiento en biodiesel tras 12h de reaccién (82122 %), aunque tras 3 ciclos de
operacién, la actividad catalitica de la lipasanilislyé hasta un 58%. El rendimiento
en este IL fue mayor que el obtenido en otros d&tks organicos, como el n-hexano
y el tert-butanol, ademas se observdO como los ultrasonide@ramon el proceso

biocatalitico.

Sunithaet al. (2007) emplearon 4 ILs para llevar a cabo la sistée biodiesel a
partir de aceite de girasol, catalizado por ladgB deCandida antarticaDos de ellos
fueron hidrofobicos, mientras que los otros dosdnehidrofilicos. Las reacciones en
los ILs hidrofobicos permitieron obtener conversi®ndel orden del 98 % en
[Bmim][PFg] y [Emim][PFs]. Por otro lado, los ILs hidrofilicos resultaroro rser
disolventes adecuados para llevar a cabo estaidaaen el caso en el que se empled
[Hmim][BF,] la conversion fue tan soélo del 10 %, mientras guel caso [Bmim][BH
no se detectd0 FAMEs. Esto se explicO teniendo emteula capacidad de los ILs
hidrofobicos de proteger a las enzimas frente atanoé, pudiendo mantener la
actividad catalitica de la enzima en este prodesancapacidad de los ILs hidrofilicos
de proteger a la enzima frente a la desactivadcdlia tipasa por el metanol fue la razén

por la que se observé tan bajo rendimiento en esadl

Ruzich y Bassi (2010) utilizaron ILs hidrofébicdBnim][PFg]) como agentes de
inmovilizacién de enzimas (lipasa) para la prodoicale biodiesel. En lugar de utilizar
metanol, emplearon como donador de acilo acetatmeldo, para evitar la posible
inhibicion de la enzima por metanol y glicerol. IEI [Bmim][PF¢] se empleé como
agente de inmovilizacion para preservar la cantdladgua necesaria para mantener la
actividad catalitica de la enzima frente a ILs diilicos. Se logré6 obtener un
rendimiento en biodiesel entorno al 80% en presedel IL, esto se debié a que éste
fue capaz de proporcionar una gran area de contatdre la matriz de la lipasa
inmovilizada y el aceite, aumentando asi la actididatalitica. Ademas, la separacion

del producto resulté ser muy sencilla, debido relaraleza bifasica del sistema.

iii) ILs como soportes para catalizadores de laas$is de biodiesel

Los ILs han demostrado ser excelentes soportescapsatizadores en la sintesis

de biodiesel. Generalmente, los catalizadores esti@gilos dentro del soporte, el cual les
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proporciona sitios especificos para que tenga llgaeaccion. La reaccion puede
incrementar su velocidad debido a la mayor areaagacto, sobre todo cuando se
utilizan materiales porosos. El catalizador debe sde inerte en las reacciones
cataliticas. Existen muchos ejemplos de catalizslsélidos usando como soportes en
la produccién de biodiesel por ej., silice (Sareadl, 2010) y zeolitas (Suppes, 2004).
Estos soportes a parte de las ventajas anterioemmencionas hacen posibles el

reciclaje del catalizador para sucesivos utilizador

Abreu et al. (2005) compararon la efectividad de los ILs corpostes frente a
fases solidas organicas para complejos de estafeomoduccion de biodiesel a partir
de aceites vegetales. El IL utilizado fue [Bmim]§RFnientras que el anclaje de los
complejos de estafio se realizé previamente a losepos de transesterificacion. Tras
finalizar la reaccion, se formaron sistemas trf@sien los cuales la capa superior fue el
biodiesel, la capa intermedia contenia agua y cestpa hidroxilados, y la capa
inferior contenia el IL. La actividad catalitica datalizador baj6é drasticamente después
del segundo ciclo de 58 % a casi no presentaridativdespués del segundo ciclo. El
anclaje del catalizador de la fase liquida fuedasa de la bajada tan drastica de la

actividad catalitica.

Lapis et al. (2008) estudiaron la produccion biodiesel a paltiraceite de soja
mediante catalizadores acidos y basicos soportadoks. Probaron diferentes ILs,
resultando ser el mas eficiente el [Bmim][MTdando un rendimiento en biodiesel del
99% tras so6lo 0.5h, usando catalizadores basicasddscomposicién de los ILs
[Bmim][PFs] y [Bmim][BF4] fue detectada tras 2-3 horas. La reaccion de
transesterificacion a partir de aceite de soja tmfue desarrollada con éxito cuando
se empled acido sulfurico como catalizador. El dem-butanol y alcohol isoamilico
lograron conversiones de biodiesel comparablesla®mbtenidas usando metanol. El
uso de acidos de Lewis para procesos de trandesteidn también produjo

rendimientos proximos al 99 %, pero fueron necasdrBh de reaccion.

iv. Extraccion de lipidos con ILs

La extraccion liquido-liquido (ELL) es un procesmpbortante en quimica
analitica, el cual involucra la separacion de coespas basados en su solubilidad

relativa. Los disolventes organicos convencionakeglos en procesos de ELL generan
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grandes desventajas, como son la inmiscibilidadazpra, bajos puntos de ebullicion e
inflamacion, y alta toxicidad. El potencial de Iélss como sustituyentes de los
disolventes organicos en quimica analitica estadsieexhaustivamente investigado,
debido a su baja inflamabilidad y casi nula valddd, asi como a sus genuinas
propiedades como son, su polaridad e hidrofobicickdiulables con el cambio de
cationes y aniones. La extraccion de lipidos esaglepara la produccion de biodiesel
a partir de microalgas. El aceite es extraido conaimie de biomasas de microalgas
utilizando extraccion mediante Soxhlet con hexamesade producir biodiesel (Ahmad
et al, 2011). Otros disolventes adecuados para lacxémm de aceite son; el éter de
petroleo, etanol o mezclas de etanol-hexano. Hilgnoa de la utilizacion de etanol es
que también extrae otros componentes que son mglesepara el propoésito de la
reaccion, como azUcares, proteinas y pigmentosa(Btaal, 2010). Por lo tanto, la
capacidad de los ILs como medio de extraccion dia @bjeto de amplio estudio con la
finalidad de aumentar la eficiencia del proceso.

Younget al. (2010) estudiaron la capacidad del metil-sulfordedl-etil-3-metil-
imidazolio ([Emim][CHS(Oy]) para la extraccion de lipidos a partir de diasrs
biomasas. En su estudio, se empelaron diversaslasede [Emim][CHSQ,] con
diferentes moléculas covalentes polares (MCP) lsagxtraccion de lipidos a través de
biomasas de microalga€lflorella sp y Duniella sp). El IL se selecciond por su baja
viscosidad, inmiscibilidad con lipidos y solubildd@aon las MCPs. El rendimiento en
extraccion de lipidos en los diferentes tipos dammaisas se encontré dentro de los
valores encontrados en la literatura y contractao diferentes laboratorios
independientes, donde el rendimiento mas elevadib&eo con el aceite de semillas
de jatrofa (49.9% lipidos extraidos). La polaridhdal de los ILs (hidrofobicidad e
hidrofilicidad) sugieren que los lipidos puedenuddirse a través de los ILs lo que
permite la extraccion de los mismos de las muesteabiomasas. Kinet al. (2012)
usaron diversos ILs para la extraccidon de lipidesnicroalgas d€hlorella vulgaris
La efectividad de los ILs para la extraccién dedbhp fue comparada con la tradicional.
El [Bmim][CF3SGs] permitidé obtener la mayor cantidad de lipidogluso mayor que
la obtenida con el “Método de extraccion de lipidesBligh y Dyer”. Sugiriéndose que
la estructura del anion, y la hidrofobicidad o bfdicidad de los ILs influyen en la
eficiencia de la extraccién de lipidos.
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v. Recuperacion y reutilizacion de liquidos ionicos

El reciclaje de los ILs es uno de los factores mgmortantes que pueden influir
en su utilizacion en las industrias, especialmentmdo se llevan a cabo aplicaciones a
gran escala. Uno de los principales inconveniepéea hacer esto posible es el precio
de los ILs, los cuales son muy costosos si los epampos con los disolventes
tradicionales, estos suelen ser de 2-100 vecescaras (Plechkova y Seddon, 2008).
Aunque esto suponga una brecha muy grande en @leukss ILs en comparacion con
los disolventes organicos, una opcidn para compeesi@ inconveniente, es poder
garantizar que es posible la reutilizacion de lemmos después de su uso, garantizando
ademds la reduccion de su impacto medioambiental.emplo, la produccion de
biodiesel actualmente se lleva a cabo descartandecatlizador tras su uso,
especialmente cuando se usa en fase homogéee&QH). Debido a la extensa
produccion de biodiesel a escala industrial, eblz#dor es raramente reutilizado
debido al elevado coste de este proceso. Los zadalies homogéneos, como la sosa o
el &cido sulfarico son eliminados del biodieselnaggagrandes volimenes de agua de
lavado durante el proceso, lo que supone un detem@dioambiental si éstas no son
depuradas, o un incremento en el coste de produdgbbiodiesel, cuando se realiza

dicha depuracion.

La naturaleza de los ILs empleados afecta enormtenatmeciclaje del proceso.
Wu et al. (2009) enfatizaron que la recuperacion de ILsdfiticos es més dificil que la
de los ILs hidrofobicos, ya que con el uso de lenddogia de membranas, su
recuperacion resulta sencilla, habiendo sido yalesdp a escala industrial. Los ILs
hidrofobicos son prefieren en sintesis quimica aoicapacidad de formar diferentes
fases tras finalizar las reacciones. Segun RuzidBagsi (2010), en la sintesis de
biodiesel empleando unos determinados ILs, éstwsaimn dos fases tras finalizar la
reaccion, donde la fase superior contenia el lsetlyelos sustratos no reaccionados. La
adicion de agua cred otra fase entre las dos fgseexistentes, permitiendo una
separacién mas sencilla de los productos. Porlatim al emplearse ILs miscibles en
agua, no se pudo separar la fase acuosa, lo @eatibila separacion una operacion mas
dificil. La adicion en estos casos de sales desmptgpudo inducir la formacion de
sistemas bifasicos, permitiendo una separaciongiprbductos mas sencilla (Gutowski
et al, 2003). Por otro lado, la adicion de sacarosdigmpermitio la generacién de dos
fases, lo que permitioé un reciclaje mas sencilldldéNu et al, 2008).
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7. Liquidos ionicos en la sintesis enzimética deaigancias

La sintesis de compuestos aromaticos y de fragadei@levado valor afiadido es

una de las mayores aplicaciones de los procesestéegficacion catalizados por lipasas

o reacciones de transesterificaciéigra 1.26).
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Figura 1.26. Aplicaciones industriales de los ésteres aromatjcds las fragancias
(Dhakeet al.,, 2013).

Las esencias y perfumes son de los aditivos mégadts para los alimentos,
bebidas, industria farmacéutica y el cuidado pes(@ansal y Roth, 2000; Jaeger y
Eggert, 2002; Lozano, 2010; Wohlgemuth, 2010). eenanda mundial de aromas y
fragancias, incluyendo sus mezclas, asi como ace#enciales, excepto los extractos
naturales y productos quimicos aromaticos, se asper aumente a $ 23,5 mil millones
en este afio 2014. Aunque la mayoria de los arosah®res y fragancias se pueden
obtener por sintesis quimica, el mercado de estmiiptos obtenidos a partir de fuentes

naturales presenta una incrementada demanda afo,  au valor afiadido es muy
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superior al de los productos de sintesis (Satred, 2005; Athawaleet al, 2003; Claon

y Akoh, 1994). Por esta razén la catélisis enzitadte presenta como una metodologia
que puede resultar util para la sintesis de estosas 0 de fragancia quirales que seria
dificil obtenerlas utilizando las rutas quimicast&iicas convencionales. Debido al
caracter quimio-, regio- y estereoselectivo de dagimas, éstas proporcionan una
posible via para la sintesia vitro de enantiomeros individuales existentes en la
naturaleza. Ademas, la sintesis de estos éstenemticos mediante lipasas proporciona
un producto que es "verde", ya que los procediroghtocataliticos resultan benignos
para el medio ambiente. Mediante esta via, varasas moléculas aromaticas han sido
sintetizadas mediante el disefio racional basaddaeiorma y el grupo funcional
(Wolfson, 2005).

- N
OH / QOC-Ry
/%\ e N
R
R2 R3 \2 R3/ OH
: - /k
—_ SERIN-HYDROLAS y + RZ R3
R,-COO-CH=CH, w > OOC-R,
CH,=CH-OH
Il A R,-COOH
2
CH4-CHO

Figura 1.27. Resolucion cinética de alcoholes secundariioslizatta por serin-hidrolasas,
utilizando ésteres de vinilo como dondores de acilo

La sintesis de ésteres catalizada por lipasas ajerarte se puede realizar por
esterificacion o por transesterificacion. En ra&aca la reaccion de esterificacion, hay
que tener en cuenta que la molécula de agua qlieese como producto secundario,
tiene un alto potencial para revertir la reacckor. lo tanto, la eliminacion de la misma
de la mezcla de reaccioén se convierte en un factoial. Varios enfoques tales como el
uso de agentes deshidratantes, tamices molecularesbranas especializadas, y
zeolitas han sido propuestos en la literatura (Fehal, 2009; Fonteyret al, 1994).
Por otro lado, en lo referente a la reaccién destsaterificacion catalizada por lipasas,
el donador de acilo mas comunmente utilizado etatcele vinilo (Lozano, 2010).

Durante la reaccion, el alcohol vinilico se libesamo producto secundario y se
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tautomeriza para formar acetaldehido, desplazanelosguilibrio de la reaccion hacia

la formacién de productogigura 1.27). Pero se ha encontrado que, el acetaldehido es
un potente inhibidor para algunas lipasas, talesocta lipasa deCandida rugosa
(CRL), porque forma una base de Schiff con los gsupmino de la superficie de la
misma (Webeet al, 1997). Sin embargo, esta limitacion se puedeadr mediante el
empleo de diferentes estrategias, tales como lavitiracion, el control de la actividad

de agua, el uso de diferentes medios de reacdidn,ea exclusiva o en combinacion.
La resolucion cinética y la resolucion cinéticaadinica catalizada por lipasas o lipasas
y catalizadores quimicos para la obtencién de astfragancias, esta vez quirales, es la

tercera via mas utilizada.

En este marco, los liquidos i6nicos (ILs) tieneniasventajas en comparacion
con los medios de reaccion convencionales. Enféveete a las reacciones organicas se
ha visto como proporcionan rutas sintéticas masghas para el medio ambiente
(Lozano, 2010; Marskt al, 2004). Por sus caracteristicas, los ILs han d&wro ser
excelentes medios no acuosos para llevar a calogioeas biocataliticas, siendo el
principal problema o reto para ambas reaccionessgrs nuevos medios de reaccion el
aislamiento de los productos de la mezcla de réactetma que actualmente esta siendo
considerado por varios grupos de investigaciomdsiaina de las soluciones planteadas
la extraccion con disolventes. El grupo de Sheldstudié la sintesis de ésteres no
enantioselectiva utilizando CALB en medio liquid@nico ([Cmim][PFs] Yy
[Csmim][BF4]), donde se vio como aumento la actividad depada en presencia de
liquidos i6nicos en comparacion con disolventeswaigps (Madeira Laet al, 2000).

En 2001, Itohet al. (2001, 2002) y Schofeet al. (2001) publicaron de forma
independiente sobre la primera reaccion enanticbede catalizada por lipasa en
liquidos i6nicos. Mas tarde, Lozaebal. (2003a) estudiaron la sintesis biocatalitica de

diferentes ésteres alifaticos por CALB en distiritess

El contenido en agua se ha visto como desempefiapei vital en la actividad de
la lipasa con independencia de si el medio de i@aces un disolvente organico o
liquido i6nicos (Meet al, 2002). Barahonat al. (2006) investigaron la influencia de la
actividad de agua en la esterificacion de geraowl acido acético catalizada por
CALB en [Gmim][PFg]-IL donde fue bastante necesaria la eliminacidbragea para
obtener el maximo rendimiento. Ademas, para los Ihsaturaleza del cation/anion se

ha visto también como desempefié un papel crucii aatividad de la enzima y por lo
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tanto, en ultima instancia influyd en el rendim@ulel producto deseado (Ita al,
2001; Lozaneet al, 2003; Schofeet al, 2001).

Para obtener algunas mejoras en el rendimientolg separacion de los ésteres,
se plante6 un nuevo enfoque planteando un sistéi@sico usando un alcohol o un
disolvente y un IL hidrofobico. Fehet al. (2008) estudiaron la produccion enzimatica
en un sistema bifasico para la produccién de aretatisoamilo en [@nim][PFg]
catalizada por la lipasa CALB inmovilizada en ufcno-reactor en formg que
funcionaba en modo continuo donde el sistema bidasmpleado fue; dicianamida de
1-butil-3-metillpiridinio — n-heptano. Pero fueron Pohat al. (2009) los que
demostraron como la zona interfacial liquido i6nioeheptano resultdé ser altamente
eficiente para la esterificacion simultdnea y aelér del producto. Los rendimientos
fueron tres veces mayores debido a la dinamica edecion-difusion altamente
eficientes en el sistema de micro-canales y atta&ion de productos simultanea (que
minimizo la inhibicion del producto final). Otro fgue empleado para la sintesis de
acetato de isoamilo fue un reactor semi-continugleamdo también un sistema
bifasico liquido iénico-alcohol, donde se utilizar@eolitas de adsorcion para la
eliminacién de agua y per-evaporacion a través dmlmanas que se utilizo para la
eliminacion selectiva del alcohol isoamilico (Feledral, 2009). Por lo tanto, la
estrategia aplicada del sistema bifasico, el usaeaditas y el uso de membranas ha
hecho del proceso enzimatico un proceso mas etiicidwlemas del sistema bifasico, se
ha estudiado la utilizacion de una pequefia cantidadliquido i6nico para el
recubrimiento de CaLB con el objetivo de mejoraitdda actividad enzimatica, como

la estabilidad durante la sintesis de ésterestidmelilo (Lozancet al, 2007).

Ademas, en lo referente a la sintesis de fragandas esterificacion
enantioselectiva de (x)-mentol usando CRL en ligsiidonicos ([Gmim][PFs] vy
[Csmim][BF4]) se ha logrado desarrollar con éxito empleandoidaiio propionico
como agente de acilacion (Zhamg al, 2008). La alta conversion de (x)-mentol
(47,5%) y una mejor selectividad enantiomeéricapiepionato de (-)-mentilo (86%), se
obtuvo incluso a una baja concentracion de acidodaido en medio liquido idnico.
Por otra parte, durante la incubacion en el liquislico, la actividad de CRL se
incrementd 2,5 veces mas que su valor inicial cl&edose también de manera mas
eficiente. Ademas de estos ejemplos, existen vartsulos sobre el desarrollo de
nuevas metodologias, del disefio de nuevos liquilisos, y el uso de diferentes
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lipasas para la sintesis de ésteres aquiralesralegien ILs (Moniruzzamaet al,
2010; Sureshkumar y Lee, 2009). Sin embargo, laqumacion actual reside en la
separacion de los reactivos y productos del ILsjug sobre todo, porque el empleo de

disolventes organicos empafia el caracter verda d#izacion de estos medios.

8. Fluidos supercriticos y procesos biocataliticos
8.1. Propiedades de los fluidos supercriticos

Un fluido supercritico (SCF) es un componente, @zo elemento que se
encuentra por encima de su temperatura (Tc) y@resiticas (Pc), donde los fluidos se
comportan como hibridos entre un liquido y un gasdecir, puede difundir como un
gas, y con valores de viscosidad y propiedadesoldatacion similares a los de una
amplia gama de disolventes organicos. El puntdcoritepresenta los valores de
temperatura y presion mas elevados en los queustansia puede existir en forma de
vapor y de liquido en equilibrio. Los SCF se caazan por el amplio rango de
densidades que pueden adoptar, ya que por encirpartte critico, pequefios cambios
en la presion o la temperatura provocan grandesioamen su densidad. La posibilidad
de manipular las propiedades fisicas de estosveisigls por simple cambio en su
presién o temperatura, es genuina para estos $luidocual demuestra el enorme
abanico que se abre en el campo de la extrac@éaocion, fraccionamiento y procesos
analiticos. Ademas, a esto se junta la caractaisiie ser medioambientalmente
benignos, debido a la facilidad por la que pueden recuperados y reutilizados,
desarrollo de procesos alternativos mas limpioenjiendo asi la sustitucion total o
parcial de los disolventes COV mas comunmente ss@ickman, 2004; Keskat al.,
2007; Dominguez, 2012). En [Babla 1.8 se muestran los parametros criticos de

algunos fluidos cominmente usados en condiciorEerstiticas.

Varios criterios se deben considerar antes de gefer un SCF dado como
medio para una biotransformacién, incluyendo losup@tros criticos, la seguridad y
las ventajas de costos. El diéxido de carbono stpiep (scCQ) es el SCF mas
popular debido a sus parametros criticos relativdendajos, baja toxicidad y no
inflamabilidad, por otro lado, es quimicamente te@@mn la mayoria de las condiciones,
tiene excelentes propiedades solventes para salotpslares, y se considera como un

disolvente verde. El didxido de carbono es clardmen "gas de efecto invernadero”,
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sin embargo, es producido masivamente como subpimdu escala industrial (por

ejemplo, plantas de amoniaco), y por lo tanto estba

Tabla 1. 8. Fluidos usados en condiciones cercanas a las
supercriticas o supercriticas para biocatalisissypgmrametros criticos.

Fluido Tc (°C) | Pc (MPa) | Densidad (g/L)
Metano (CH,) -82.6 4.60 162
Fluoroformo (CHF 3) 26.2 4.85 516
Dioxido de carbono (CQ) 31.3 7.29 469
Etano (C,He) 323 4.88 203
Hexafluoruro de azufre (Sk) 45.5 3.77 755
Propano (G;Hyg) 96.7 4.25 217
Butano (C4H 1) 152.0 3.75 230
Metanol (CH,0) 239.6 8.09 272
Etanol (C,Hc0) 240.9 6.14 276
Acetona (GHgO) 235.1 4.70 278
Agua (H,0) 374.3 22.12 348

Por otra parte, a la presion atmosférica, e} €E©gaseoso, lo que significa que es
muy sencilla la despresurizacion para separardngcs del scCg después de lo cual
se puede presurizar para su reutilizacion comoismvente. El poder disolvente del
scCQ se puede modificar mediante el aumento de la datdsa granel o mediante la
adicion de un modificadori.é. metanol, acetona, etc.). Por lo tanto, la adiaién
codisolventes se puede utilizar para aumentar acreth polaridad, o para mejorar la
afinidad de las sustancias aromaticas, aunquesygouesto, el uso de los mismos,
disminuye el caracter verdaderamente verde del sclCOlimitacion mas importante
para la aplicacién de los FSC a cualquier escalardeesos es el hecho de que el
equipo de alta presion que se necesita es bastasteso (Keskin, 2007; Lozano,
2010).

La alta eficacia catalitica de los catalizadoresogms quimicos (por ejemplo
zeolitas) en FSC ha sido ampliamente estudiadacipalmente se ha visto que cuando
los sitios activos estaban colocados dentro desteuctura interna del catalizador,
debido a la mayor transferencia de masa de reacteatro de la estructura porosa.

Ademas, muchos de los avances hechos en este caogsiran como la catalisis en
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FSC ha mejorado la vida media del catalizador aedith eliminacion de sustancias no
deseadas que provocaban su envenenamiento. Pgrl@jéanalquilacion de benceno
con eteno en zeolitas de tipo Y (250 a 285 °C, WiHBa) en scCQ revelé una
desactivacion del catalizador mucho menor, maywedscidades de reaccion, y una
mayor selectividad. La baja desactivacion del catdbr se atribuy6 a la eliminacion de
compuestos poliaromaticos, considerados como mems del coque, de la superficie
por un aumento en la solubilidad y difusion dedastratos.. Ademas de la posibilidad
que permiten estos medios de reaccion de manténgistema catalitico por mas
tiempo, también proporcionan un importante bene#ciondmico (Beckman, 2004). De
esta manera, y debido a su baja viscosidad vy ditsivddad, el scC@ proporciona un
modo de trabajo limpio, eficaz y continuo dentro lde estructuras del catalizador
poroso. El excelente rendimiento del catalizaddmigo heterogéneo en condiciones
supercriticas se ha observado en muchas reaccoatalticas, por ejemplo, en la
Fisher-Tropsh, hidroformilacion, hidrogenacion, c@anes de Heck, reacciones de
Suzuki, oxidaciones y reacciones de alquilacionpckiso en forma continua (Jessop y
Leitner, 1999).

En cuanto a la biocatalisis, es conocido que latefpiras son insolubles en todos
los FSC, lo que permite su sencilla recuperacigrujilizacién, mientras que la alta
difusividad de gas y las bajas viscosidades d& &5, mejoran las difusividades de los
reactivos al sitio activo de las enzimas. Las Bgay esterasas en scL6on los
sistemas mas ampliamente estudiados, debido #alpraimiscuidad catalitica de estas
enzimas por sustratos hidréfobos y la capacidagsies FSCs en la disolucion y
transporte de los mismos. La sintesis de ésteifdsicals de diferentes longitudes de
cadena alquilica mediante esterificacion y/o treiesdicacion (e, mediante
alcoholisis, acidolisis o interesterificacion) senfoques habituales aplicados a la
produccion de compuestos terpénicos destinadosbarizantres i€., acetato de
geranilo), la modificacibn y/o de valorizacibn deeides y grasas (es decir,
enriguecimiento de acilglicéridos con acidos grgsmsnsaturados, etc.). Actualmente,
el uso de lipasas para la sintesis asimétrica tdee€ses una de las herramientas mas
importantes para los quimicos organicos, dondeolabinacién de las propiedades
Unicas del scCOcon la excelencia catalitica de las lipasas henjbelo la resolucion
cinética (dinamica) de un gran numero de racem@psac-1 - feniletanol, etc.). Sin

embargo, el caracter quimicamente inerte del @fria ser puesto en duda en cuanto a
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su interacciéon con las proteinas., ya que eb @® forma de carbamatos puede

reaccionar con los grup@samino de residuos de lisina colocados en la sipede la

enzima disminuyendo el pH de la capa acuosa aloeddel la enzima, lo que puede

traducirse en una disminucion significativa en ddvadad de la misma (Kamait al,
1995; Lozancet al, 2004a,b,c).

Los fluidos supercriticos se han usado ampliameot@o disolventes en la

extraccion de productos naturales y en la sintgsigocesamiento de materiales

(Cansell y Aymonier, 2009; Kendadit al, 1999). En general, las propiedades que

presentan estos disolventes hacen de ellos un neatiiemadamente atractivo para

llevar a cabo reacciones quimio o/y biocataliticasn:

Reduccion de transferencia de mada alta difusividad y la baja tension
superficial hace que disminuyan las limitaciones tdmsferencia de masa
interna para los catalizadores heterogéneos qusmycbioquimicos (Baiker,
1999; Ciriminneet al., 2008).

Propiedades modulables con la presion y la tempesat el poder de
solvatacion de un FSC depende fuertemente de kddeh Mediante la presion
y la temperatura es posible controlar este paré@médr que permite una
manipulacion selectiva del poder solvatante delnmisEs posible, por tanto,
disefiar condiciones de modo que el fluido puedaextun soluto en particular,
incluso de una mezcla, simplemente, modificando pebler solvatante,
produciendo asbeneficios al proces¢Bourneet al, 2007). Igualmente, los
parametros tipicos de los disolventes tales, caenoohstante dieléctrica, la
densidad, la difusividad o la viscosidad del FS€dam causar un considerable
efecto modular sobre la quimio-, regio- y esterkuatiwidad de la quimica
aportandabeneficios quimicoa las reacciones (Nunes Da Ponte, 2009; Pereda
et al, 2009)

Parametros supercriticos moderacgdsanto los valores de las presiones criticas
como de las temperaturas criticas de la mayoriasi8CFs utilizados,e. CO;,

(31 °C, 73.8 bar), etano (32 °C, 48.8 bar), prop&d °C, 42.4 bar) y
fluoroformo (25.9 °C, 46.9 bar), no son de una ntagnsuficiente como para

dafar los biopolimeros o biomoléculas “labiles”.
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* Productos exentos de trazas de disolverieuso de FSCs no presenta el
problema de la eliminacion de los residuos de diste del producto de
reaccion, debido a que éstos son generalmente gasesondiciones
atmosféricas. En particular, su baja toxicidadHase atractivos como medios
de reaccion alternativa tanto para productos aliicies como para los

farmacéuticos.

De acuerdo con sus propiedades modulables excepesprios FSCs han surgido
como sustitutos de los disolventes tradicionaleglesesarrollo de procesos quimicos
mas benignos con el medio ambiente. Las reacciooe$-SCs ofrecen oportunidades
Gnicas, no solo reemplazando a los disolventesnargs convencionales peligrosos,
sino también porque permiten optimizar y contre@lamedio de reaccion modificando
las propiedades del disolvente (temperatura, prgsidensidad). Esto permite una facil
manipulacion de la velocidad de reaccion, la elaoidn o disminucion de las
limitaciones difusionales, y la facilidad en la aggzxion de reactivos y los productos. Es
por ello que se han desarrollado un gran namerprdeesos quimicos, tanto en el
laboratorio como a nivel industrial, utilizando I65Cs como medio de reaccion
(Beckman, 2004; Rayner, 2007).

8.2. Biotransformaciones en scCg sistemas bifasicos ILs/scCQy SIILPs/scCO,
(ver Anexo I)

Desde 1985, el uso de fluidos supercriticos comdigsede reaccion no acuosos
para la catalisis enzimatica ha sido un area adéviavestigacion (Habuliet al,, 2007;
Hobbs y Thomas, 2007; Knez, 2009; Mesiataal, 1999). A pesar de que muchas
enzimas (por ejemplo, lipasas, tripsina, quimotnigs penicilina acilasa, colesterol
oxidasa, etc.) son capaces de catalizar muchasfdraraciones quimicas (por ejemplo,
esterificacion, hidrélisis, alcohdlisis, etc.), se demostrado como la actividad de la
enzima esta ampliamente afectada por la naturaezkSC. Por ejemplo, se observo
como la actividad de la lipasa en la sintesis dedio de etilo por esterificacion fue
mayor en propano cerca del punto critico que enOgc® que se atribuyo a la
capacidad del COpara despojar a las moléculas de agua esencillesicdtoambiente
de la enzima (Habulin y Knez, 2001). Ademas, ehctr quimicamente inerte del €0

podria ser puesto en duda en lo referente a sta@cién con las proteinas. El €O
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puede formar carbamatos con los grup@snino de los residuos de lisina colocados en
la superficie de la enzima, provocando la dismitwicdel pH de la capa acuosa
alrededor de ella. En un estudio reciente, se aiinfluencia de la temperatura, el
tiempo de exposicion y la presion del £del propano en la estructura secundaria de
la peroxidasa de rdbano picante (HRP) mediantemismo circular en UV (Fricket

al., 2009). En este trabajo se muestr6 como en disvles acuosas de enzimas con
propano no se indujeron cambios en el contenida dstructura secundaria de la HRP,
resultando en una buena estabilidad. Lo contramord cuando la incubacion se llevo
a cabo con Cg donde tuvo lugar una significante pérdida devatdd. Sin embargo,
estudios realizados con el derivado solido comekiRP mostraron como la actividad
no decreci6 al tratarla con GO propano presurizado, aunque el tratamiento droam
disolventes provoco la pérdida de estructura semimdlodos estos hechos permitieron
dar paso a la frase final de la revision realizaoiaBeckman y Russel en 1999, las
ventajas de remplazar los disolventes orgénicos veocionales con fluidos

supercriticos todavia no ha sido completamente daantd’ (Mesianoet al, 1999).

Desde el 2000, muchas han sido las estrategiasego@n planteado para proteger
las enzimas de los efectos adversos del sc@@r ejemplo, uniones covalentes de
polimeros hidrofobicos al soporte (Lozagal, 2002b), el recubrimiento de enzimas
libres con silicatos hidrofobicos mediante un engol-gel (Kawakamet al, 2009),
el atrapamiento de las enzimas en gel de silicé yse de agregados enzimaticos
reticulados (Hobbst al,, 2006).

Tabla 1. 9. Algunos ejemplos de productos sintéticos obtenmwsaccion de lipasas en sc£O

Productos Condiciones de reaccion Rendimiento Ref.

(%)
Butirato de etilo 40 °C, 100 bares, 24h 30 (Habulin y Knez, 2001)
Butirato de (R)-2-fenil-1-propilo 40 °C, 100 bares - (Vidinkat al, 2006)
Acetato de R)-1-feniletilo 50 °C, 100 bares 44 (>97 %ee) (Hobbset al, 2006)
Oleato de etilo 40 °C, 100 bares, 3h 95 (Habulin y Knez, 2001)
Butirato de butilo 40 °C, 90 bares, 3h 100 (Lozanoet al, 2004)
Esteres etilicos de acidos grasos 30-70 °C, 50-150 bares 80 (Dalla Resal, 2009)
Acetato de (R)-1-deniletilo 42 °C, 130 bares 48 (> 99 %ee) | (Matsudeet al., 2004)
Acetato de (R)-1-deniletilo 50 °C, 200 bares, 6h 48 (> 99 %e¢) (Cetial,, 2005)
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Las lipasas en scG&on los sistemas mas ampliamente estudiados,cdabsdl
promiscuidad catalitica hacia sustratos hidrofGhicafiadida la capacidad de estos
fluidos supercriticos de disolver y transportaogsustratos (Hobbs y Thomas, 2007;
Knez, 2009; Mesiancet al, 1999). En consecuencia, la sintesis de ésteves p
esterificacion o transesterificaciéne( alcohdlisis, aciddlisis o transesterificacionh so
los procesos enziméticos en sgC@as comunes (vefabla 1.5), habiendo sido

aplicado a la modificacion de aceites y grasasuiaia la produccion de biodiesel.

El scCQ tiene efectos adversos sobre la actividad enzmatiebido a la
modificacion quimica de los grupos amino libres, éambios locales de pH causados
por el CQ, o los cambios conformacionales producidos durdate etapas de
presurizacion/despresurizacion, haciendo necesritesarrollo de nuevas estrategias
de estabilizacion de la enzima (Kareatal, 1995). La combinacion de liquidos idnicos
y scCQ podria resolver los problemas suscitados por@Dscomo medio de reaccion
debido a esta propiedad de los ILs de estabileactividad de la lipasa. Algunos ILs
han demostrado ser, con diferencia, el mejor medicacuoso para llevar a cabo
reacciones catalizadas por enzimas, no sélo pdaguenzimas muestran un alto nivel
de actividad y estereoselectividad para muchasfamaciones quimicas diferentes,
como por ejemplo, la sintesis de ésteres alifat{toganoet al, 2003a y 2008), la
resolucion cinética de alcoholes racémicos (Bogidakik et al, 2008), la sintesis de
ésteres de hidratos de carbono (Park y Kazlaugk@s8), etc., sino que por su enorme
efecto sobreestabilizador en los biocatalizaddrespo de vida media entorno a 2.300
veces superior a los disolventes organicos clasitasxzano ¢ al., 2001; Persson y
Bornscheuer, 2003). En estos sistemas, las lipgsasispenden principalmente en la
fase IL, lo que les permite mantenerse estableantiita etapa catalitica. Lozaebal.
(2003) descubrieron como las lipasas permanecitimaacincluso en condiciones
extremadamente durase( 150°C y 10MPa). Sin embargo, también se ha gstla
actividad de las lipasas en la sintesis de proforiR)-1-feniletilo en sistemas
ILs/scCQ fue de 9 a 10 veces superior que la observada@,sasi como también
fue bastante mayor la vida media del biocatalizgdozano ¢al., 2002). En un trabajo
reciente realizado por Monherei al. (2012) sobre simulacion dinamica molecular de
un sistema compuesto por 3 componentes; enzimg;, #cCQ, se vio como Sus
resultados estuvieron de acuerdo con las obsenexiexperimentales obtenidas sobre

la estabilidad de las enzimas en sistemas bifasitéscCO,. Por otra parte,
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concluyeron que la enzima posee una conformaci@amdpacta y activa (véigura
1.28 en este tipo de sistemas. A pesar de que sevébgee el contenido de la enzima
en hélicea y laminap fue reducido en cierta medida, se mantuvo a pginasambios.
A nivel molecular, los resultados de esta invesiiarazonablemente confirmaron que

el uso de ILs es un método eficaz para la estabitin de enzimas en G®upercritico.

Figura 1.28 Las instantaneas de las microestructuras de CAhRel sistema scGOLs (a)
configuracion inicial, y (b) después de 20 ns sanidin en MD; Combinacién de colores; Rojo-
aniones, amarillo-cationes (G®e omite para mayor claridad) y verde-CALB (Monheinal.,
2012).

La segunda ventaja de la catalisis enzimatica gemsas bifasicos ILs/scG@s
gue la combinacién de ambos solventes permite s@lvés problemas de los liquidos
ionicos utilizados solos, como son la separaciotoggroductos y el reciclaje del IL.
La extraccion con disolventes inmiscibles en ILandb sistemas bifasicos, es uno de
los métodos mas simples para separar los produtdota fase IL. Los mayores
inconvenientes son la extraccion de pequefias eal@$dde IL y por lo tanto, la gradual
pérdida del mismo, asi como del catalizador, sa @aplicada una reaccién catalitica
(Gordon, 2001). También, la particion de los sawtatre las fases limita la extension
de la extraccion de solutos, y el uso de disohgeatganicos volatiles es obviamente un
punto de ruptura para el disefio integral del pmoesde (Blanchard y Brennecke,
2001a,b; Bogel-tukasilet al, 2008). Por otra parte, los fluidos supercriticiages
como scC@ son disolventes medioambientalmente benignos peeniten un
aislamiento ecolégicamente eficaz de los produ&bscCQ ha sido descrito como un
excelente disolvente para el transporte de compsidstirofobos, ya que debido a sus
propiedades modulables como disolvente, éstasesteplajustar mediante el cambio o
bien de la presion o la temperatura, empleandoseelim en una amplia gama de
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procesos industriales de extraccion (Mesiarto ak, 1999). Brennecke y col.,
descubrieron que el scGho pudo disolver mas de 0.6 en fraccibn molar de
[Bmim][PFg], mientras que no se detectd ningun conteniddldeh la fase de vapor
(Blanchard y Brennecke, 2001a; Blanchatdal., 2001b). En otro de sus estudios,
también estudiaron la capacidad excepcional delOsc@ara extraer una amplia
variedad de compuestos hidr6fobos mediante liquitltisos. Estas son algunas de las
principales razones que estan suscitando, un snter@inuo en el desarrollo de nuevos
sistemas de separacion para la catalisis bifastaéasica, en los cuales un catalizador
homogéneo estara inmovilizado en la fase del lbsyréactivos y/o productos residiran
en gran medida en la fase de se(GDzyuba y Bartsch, 2003; Lozaret al, 2002;
Reetzet al, 2002).

Una vez vista la bondad de los ILs para estabibzias enzimas frente al scgO
otra alternativa que se ha planteado al uso densést bifasicos ILs/ scGQes utilizar
CALB en ILs soportados sobre matrices poliméricas, los cuales estos soportes
pueden ser considerados como "disolventes idnicoidos" o materiales
nanoestructurados con microambientes de polaridadtadle similares a los
proporcionados por los ILs (v&igura 1.29). El caracter sélido de los SILLPs facilita
su facil separacion, permitiendo el desarrollo dee@sos de flujo continuo y evitando
derrames accidentales. Esto es importante a laldulbs problemas toxicoldgicos y
ecotoxicoldgicos recientemente planteadas por akylinos. Ademas, reducen el coste
del proceso, debido a la menor cantidad de ligiddao involucrado (Gu y Li, 2009;
Riisagera tal., 2006).

Lozanoet al. (2007) demostraron la eficiencia de estos sisteanascCQ para
llevar a cabo la sintesis de propionato de cititnebmparados con los tradicionales de
recubrimiento de la enzima con IL. Para ello prapar columnas de monolitos (ILs
soportados) en las cuales inmovilizaron a CALBoEdtiorreactores se disefiaron para
trabajar en sistemas de miniflujo para la sintesistinua en scCOde este aroma
mediante transesterificacion. La actividad catalitde estos mini-reactores de flujo
permanecié practicamente constante durante 7 aiglesacionales de 5h cada uno, en

diferentes condiciones supercriticas.
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Figura 1.29. Esquema de un reactor con CALB inmovilizada sobna columna
monolitica conteniendo ILs covalentemente unidosapl sintesis continua de
propionato de citronelilo en condiciones de sei®@zano ¢al., 2007).

Este mismo grupo demostré nuevamente la bondadtds sistemas, pero esta
vez utilizando CALB inmovilizada en diferentes ress poliméricas en las cuales el IL
estuvo unido covalentemente al soporte, para lleaarcabo una reaccion
estereoespecifica, como es la resolucion cinékey (el rac-1-feniletanol por lotes y
de forma continua. Los biocatalizadores mostraroasubuenos rendimientos en un
disolvente organico convencional (hexano) y en idmxde carbono supercritico
(scCQ) (verFigura 1.30) (Lozanoet al, 2010).
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Figura 1.30. Perfiles de productividad y de ee para el progionie (R)-1-
feniletilo vs tiempo en la KR continua del rac-hifetanol en scC@®a
50°C y 10 MPa: con flujos deac-1-feniletanol a) 3 pmol mih b) 15
pmol min' (Lozanoet al, 2010).

La DKR en "one-pot", utilizando una combinacién @ALB-SILLP y zeolita
(CP811E-150) en el mismo reactor produjo un prooesselectivo (63 % ee), donde se
produjeron ambos enantiomeros del éster. La bagetsedad se puedo atribuir a la
transesterificacion del (S)-1-feniletanol por leolta. Por esta razon, al recubrir la
zeolitap (ver Figura 1.31) con un IL hidrofobo se logré reducir significatimente su
actividad racemizante y la reaccion secundarida@oén). Esto fue debido al hecho de
que la monocapa del IL aumento la transferenciendsa de los reactivos a los sitios
activos y también aislé de los sitios acidos lantv& presencia de agua en el sistema.
Se observaron buenos rendimientos (alrededor d&)7@demas, el proceso se llevé a
cabo con un aumento significativo de la enantiate@idad. De hecho, sélo se detecto
el R - éster (> 99,9 % de ee). Por ultimo, se p@béducir el flujo del sistema con el
fin de aumentar el rendimiento del proceso, obtetiée rendimientos del (R)-éster de
hasta 92% con una excelente enantioselectivide®g|3¥®(Lozancet al, 2010).
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Figura 1.31 Esquema de reactor multicatalitico para realitar DKR
guimioenzimatica continua dehc-1-feniletanol en sistemas IL/scGQ.ozanoet
al., 2009).

En el caso de la producciéon de biodiesel en sisateareaccion basados en los
fluidos supecriticos (ver Anexo 1), se han realizadiversas aproximaciones
experimentales con resultados dispares. Asi, JacksKing (1996) demostraron la
aplicabilidad de scC£en continuo para llevar a cabo la metandlisisodites de soja 'y
de maiz usando Novozym 435, con conversiones >98%eguido por un
fraccionamiento completo de la mezcla de reacciBara lograr este tipo de
conversiones tan altas, se suelen emplear fluj@&Qdajos entorno a 1mL/min (y este
grupo en particular emplearon un flujo de aceiteddel./min), en un reactor de 5 ml
(Rodrigueset al, 2011). En un proceso continuo en sed® concentracion de metanol
suele ser mas alta que en disolventes organicasteonas sin disolventes, ya que la
solubilidad del aceite en scG@s bastante limitada, o que se traduce en menores
productividades. Sin embargo, debido al hecho de lgs productos se recuperan
facilmente a través de una etapa de descompresbuligolvente se puede reciclar, la

menor concentracion de productos formados no reptasin grave problema.

El impacto econdmico de la biocatalisis es al parema desventaja, cuando se
considera como alternativa mas barata los catalizadalcalinos. Ademas de la alta
carga enzimatica, el disefio de procesos de siriesiatalitica de biodiesel en fluidos
supercriticos debe tener en cuenta, no soélo lal wesactivacion de las enzimas en
dichos fluidos, sino también la desactivacion pemvenenamiento” del biocatalizador
al tener limitada la salida del subproducto hidiediglicerol. Pero tal vez no lo sea si
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se considera el proceso integrado de reaccionagparbasado en scGn la cual la
etapa catalitica tiene lugar en un biorreactor pmmonversion de los triacilglicéridos
en biodiesel, seguido por un proceso de separagjoas abajo facilitado por el uso de
scCQ, asi como con la presencia de algun cosolventdagiidge la salida del glicerol.
El scCQ puede extraer selectivamente y recuperar losessthr alquilo a partir de la
mezcla de reaccion ya que la solubilidad de losrésten scCfOes varios ordenes de
magnitud mas alta que la solubilidad de los trégidos y el glicerol. Por ejemplo, a
60°C y 14 MPa, las solubilidades del palmitato dilmy del oleato de metilo en
scCQ son 41 y 20 g/kgCPrespectivamente (Inoma al, 1989), mientras que las
solubilidades de trioleina y glicerol son, respeatiente, 1.0 y 0.06 g/kgG@Sovova

et al., 1997). Esto muestra que el scCQuede extraer selectivamente los ésteres de
alquilo de la triacilglicéridos no convertidos yi dabproducto glicerol. Por otra parte,
el uso de enzimas tiene la ventaja econdmica aegaido de pureza obtenida, a
diferencia del proceso alcalino. Ademas cabe resqgfia el proceso enziméatico opera a
temperaturas mas bajas (entre 20 y 50 °C; 60-8faP& el proceso alcalino), lo que se
traduce en un ahorro energético considerable. Agdealdproceso alcalino requiere un
intensivo tratamiento de aguas residuales, lo quidleva un alto impacto ambiental,
una situacion que no se produce en el proceso aticor(Rodriguegt al, 2011).

Los principales desafios para la produccion deiésadl son el costo y la limitada
disponibilidad de grasas y de aceites. El cost@aslenaterias primas representa el 60-
75% del coste total de combustible final en relaca 40-25% de los costos de
procesamiento. El uso de aceite de cocina usadoOW@ue es un residuo sin valor
comercial y cuya disposicion resulta un tanto potdtica (Kulkarni y Dalai, 2006),
puede tener un efecto significativo en la econosnial impacto ambiental de la
produccion de biodiesel. Suponiendo que el transpprel tratamiento previo de la
WCO son los unicos costos adicionales involucragtosa produccion de biodiesel a
partir de esta materia prima, el efecto del prel@da produccion de biodiesel pueden
reducirse hasta en un 50% (Demirbas, 2009). Emuoigal caso, la aplicacion de la
tecnologia supercritica para la obtencion de bsmdlisgene como principal handicap el
bajo coste de produccion que debe conllevar dichdyzto para ser competitivo en el
mercado de los biocombustibles.
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El objetivo global de este trabajo ha sido el disefe nuevos protocolos
operacionales integrados de reaccién y separaajde, permitan la sintesis y
purificacion directa de productos de alto valor dafi@, mediante el empleo de
tecnologias limpias y sostenibles, y demostrand@daperacion y la reutilizacion de
los sistemas cataliticos y de reacciéon. Para erddb de este objetivo, se ensayaron
por primera vez determinados ILs hidrofébicos castituyentes alquilicos de larga
longitud de cadena, que por su naturaleza sonosolidemperatura ambiente pero con
temperaturas de fusion inferiores a 100°C y quseemtaron un comportamiento tipo
esponja (SLILs, del inglésSponge-Like lonic Liquidy asi como liquidos i6nicos
soportados sobre matrices porosas (SILLPs, deésnf@upported lonic Liquids-Like
Phases’) en el desarrollo de procesos biocataliticos pambtencion de fragancias y

aromasi(e. ésteres de terpenos) y de biodiesel.

Por su naturaleza hidrofébica, los ILs con sustiitgs alquilicos de larga
longitud de cadena pueden resultar excelentes sathoreaccion en sistemas que
involucren el trabajar con sustratos hidrofobicebido a su alta solubilidad de los
mismos. Por otra parte, la modificaciéon del meddaehccion para reducir el papel del
agua en reacciones catalizadas por enzimas hidaslit permite un claro
desplazamiento del equilibrio termodinamico haagrkeacciones de sintesis, ademas de
disminuir posibles reacciones secundarias comadialisis del producto, o modificar
la estabilidad térmica y estructural de la enzifomyentando un alto interés para una
posible aplicacion industrial de estos medios naveacionales en reacciones de

transesterificacion, esterificacion, resolucionegticas, amidaciones, etc.

El interés suscitado por el desarrollo de nuevoggsos limpios dsintesis de
biodiesel que sean sostenibles econdmica y medioambienttnesnconsecuencia de
los inconvenientes que los procesos actuales acaremtre los que cabe destacar la
generacion de un gran volumen de agua residualésja selectividad de las reacciones
catalizadas y los costes de los procesos de @gific de los productos. En este
contexto, las enzimas son biocatalizadores que ifarrievar a cabo la reaccion de
sintesis de biodiesel con la maxima selectividadmitiendo una facil recuperacién de
los productos y sin generar ningan tipo de contante Los principales inconvenientes
que presenta esta reaccion son la baja actividastgbilidad del biocatalizador,
provocados principalmente por la inmiscibilidadrersi de los sustratos, el alto caracter
desactivante de uno de ellos (el metanol), y lanatacion del subproducto (glicerol)
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sobre la superficie del mismo, haciendo de la iregén del medio de reaccién, una
herramienta clave para solventar estos problemmasqghi donde los ILs hidrofébicos
juegan un papel crucial, ya que debido a su cardptetectof’ permiten estabilizar a
las enzimas frente a la desactivacion del metaeog en ningun caso los ILs esudiados
por los diversos autores consiguieron disolverdostratos (aceites y metanol) para
generar sistemas monofasicos de reaccion, que tparnmmcrementar la actividad
catalitica y disminuyan la desactivacién enzimatiia concordancia con los principios
de la Quimica Verde, y habida cuenta de los elevatlustes de los ILs y del
biocatalizador, el disefio del proceso requerira diesarrollo de procedimientos
sencillos y adecuados para la recuperacion y madibn de ambos componentes del
sistema. Es aqui, donde los fluidos supercritiagaran su papel mas relevante, ya que
al trabajar con sistemas bifasicos ILs/se&® podran combinar las propiedades mas
genuinas de ambos sistemas, el caracter proteetdwsdiLs y la alta solubilidad de
sustratos y productos en el scCQ@ermitiendo una sencilla separacion por simple
cambio de presion y temperatura. La sintesis dtmlde metilo a partir de trioleina y

metanol fue el sistema de reaccion modelo estudiada presente Tesis Doctoral.

La sintesis defragancias y aromas (i.e. ésteres de terpenospediante
esterificacion directa entre el acido y el alcob@itinente catalizada por enzimas es una
de las estrategias mas atractivas que se prespataria obtencién de productos que
puedan ser clasificados como “productos naturale’acteristica muy apreciada para
productos destinados a uso alimenticio, cosméticiargnacéutico. Los principales
problemas que acompafian a esta reaccion, son g@sexilos anteriormente citados,
por un lado esta el caracter desactivante de liowsaempleados como sustratas. (
acido acético), y por otro la necesidad de elim&lasubproducto (agua), y conseguir
desplazar el equilibrio hacia los productos deesiat Para ambos problemas, la
incorporacion de medios “verdes” como son los lldsdiobicos permitirian solventar
parte de ellos, ya que disminuyen la concentradéinacido del medio de reaccion,
aumentando el caracter hidrofébico del mismo ylpalanto, aumentando el caracter
estabilizador sobre la enzima. Ademas al trataes@eldios hidrofobicos, disminuyen la
solubilidad del “agua” de reaccion producida en meismos. La sintesis de éstetes
alifiticos de terpenos.€. geraniol, citronelol, nerol) y de alcoholes aroc@ (.e, 1-
feniletanol y alcohol anisilico) mediante estedfion directa con acidos carboxilicos
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de diferente longitud de cadena fueron las reaesionodelo estudiadas en la presente
Tesis Doctoral.

En este contexto, se ensayaron ILs hidrofébicodadga longitud de cadena,
evaluandose la distinta solubilidad de los sussrgtproductos de interés involucrados,
y su eficacia en diversos procesos biocatalitiaggjmizando los parametros de
relevancia de las reacciones, y finalmente, disdgiérs protocolos sencillos y eficaces
de separacion de los productos de cada uno deidtmsmas. De la misma forma,
también se ensayaron sistemas bifasicos ILs/scGCBILLPs/scCO2 con objeto de de
desarrollar procesos continuos de sintesis bidtiesalde las diferentes reacciones

modelo planteadas.

Como objetivos mas especificos en este trabajopwseden describir los

siguientes:

. Estudiar las propiedades de diferentes ILs hidiot& conteniendo
sustituyentes alquilicos de larga longitud de cadeon objeto de encontrar aquellos
capaces de disolver tanto el metanol como la inaley generando un medio
homogéneo donde llevar a cabo la biocatalisiseyres$ aportar al derivado enzimatico
inmovilizado una alta actividad y estabilidad opeyaal. Conocer sus propiedades
fisicas, y de esta forma poder disefiar procesogersbkes de separacion con la
recuperacion integral y reutilizacion de los biatiaadores y de los ILs. Para llevar a
cabo este objetivo, este trabajo analizé por panvez la capacidad de diferentes ILs
hidrofobicos para disolver mezclas de trioleinaanet en funcion de la temperatura, y
que fueron seleccionados en concordancia con elmaxide la quimica “semejante
disuelve a semejante”, permitiendo el desarroléplcacion de nuevos procedimientos
de separaciéon entre el “solventé@’e(ILs o SLILS) y los “solutos” i(e. sustratos y/o

productos).

. Desarrollar reactores biocataliticos continuos cepale verificar la sintesis
de biodiesel en condiciones supercriticas. Contobje mejorar las limitaciones
difusionales impuestas por la baja solubilidad @k dceites vegetales en sgC®e
ensayaron dos tipos de estrategias para favoreadichcia catalitica de los sistemas.
Dichas estrategias estaban basadas en la incoiqorde ILs hidrofébicos sobre los
biocatalizadores inmoviliados, bien mediante reuniento directo de las particulas o

bien mediante la inmovilizacion de las enzimas sabferentes tipos de soportes (i.e
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resinas Merrifield) que contenian ILs hidrofébicosvalentemente unidos (SILLPS).
Los SILLPs utilizados se obtuvieron por modificacide diferentes tipos de soportes
poliméricos organicos, mediante la introduccion gieipos funcionales del tipo
imidazolio. Asi, se consider0 mantener el imidazoimo grupo funcional, pero
variando tanto la cantidad de IL soportado, la ologia del polimero de partida
(polimeros tipo gel y macroporosos con distintagogidades y polimeros tipo
RASTA), el grado de entrecruzamiento de los polamefbaja y alta carga de las
resinas), y la naturaleza del contraion, permitiecmh esto obtener SILLPs de diferente

naturaleza.

. Estudiar la eficacia y adecuacion de los ILs costigyentes alquilicos de
larga longitud de cadena en la sintesis biocatalifie diferentes ésteres de terpenos
mediante reacciones de esterificacion directa erlbe é&cidos carboxilicos
correspondientes y los alcoholes, si como paraiftesis de biodiesel mediante
metanolisis de trioleina, proponiendo protocolascgkos y eficientes para la separacion
de los productos, y la recuperacion integral de disrentes ILs, demostrando la
idoneidad del proceso en cuanto a la reutilizadiénsistema ILs/biotatalizador, y a la
preservacion de la eficacia catalitica de los mose

. Evaluar la eficacia de la irradiacion por microonds la eficiencia de la
diferentes reacciones biocataliticaise.( resolucion cinética dekac-1-feniletanol,
sintesis de acetato de anisilo por esterificacioecth) utilizando derivados de lipasa
inmovilizada sobre diferentes tipos de resinas NMeld conteniendo ILs
covalentemente unidos (SILLPs), y/o derivados coiakss de lipasa inmovilizada en
ILs con sustituyentes alquilicos de larga longitledcadena (SLILs). El desarrollo y
aplicacion de nuevos protocolos sencillos y efisgmara separacion de los productos, y
de recuperacion y reutilizacion integral de losesigas ILs/biocatalizador ha sido de la

maxima prioridad en el desarrollo de este objetivo.
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Capitulo 1

Sintesis enzimatica de biodiesel en sistemas monofasicos
basados en ILs hidrofébicos

(Ver Anexo II)
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Los resultados presentados en este Capitulo sesatram recogidos en la siguiente publicacion:
Pedro LozanoJuana Maria Bernal, Rungtiwa Piamtongkam, Dirk Fetzer, and Michel Mau
“One-Phase lonic Liquid Reaction Medium for Biodgtia Production of Biodiesel”
ChemSusChe201Q 3(12):1359-1363
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La ingenieria del medio de reaccién ha jugado yelpndamental para reducir
el papel del agua en reacciones catalizadas ponashidroliticas, permitiendo asi un
claro desplazamiento del equilibrio termodindmiaxia las reacciones de sintesis,
ademas de disminuir posibles reacciones secundapas la hidrélisis de los
productos, o la modificacion de la estabilidad iéany estructural de la enzima. Todo
esto ha fomentado un enorme interés en la posjbieaaion industrial de los medios
no convencionales en procesos de sintesis catadizadr enzimas hidroliticas, en

especial en los liquidos ionicos (ILs).

El empleo de disolventes organicos comgRUOH, ha permitido llevar a cabo la
sintesis enzimatica de biodiesel, mediante tramsisacion de triacilglicéridose.,
trioleina,..) con alcoholes primarios alifaticog f@etanol que originan FAMEs, etanol
que dan lugar a FAEEs,...) en un medio homogénempopcionando una mayor
actividad al biocatalizador pero en ningun casop@rconandole una estabilidad
relevante a la enzima. En este contexto, el emgéedtos ILs como disolventes han
conseguido aportar a los enzimas cierta estabilgad en ningdn caso se lograron
obtener velocidades de reaccion ni rendimientosvagites en periodos de tiempo
razonables (menos de 12h) debido a la incapacid@&stos ILs de disolver los sustratos
del medio de reaccion (H# al, 2007; Y. Liuet al, 2011).

Por esta razon, el presente trabajo pretende moeswontrar ILs hidrofobicos
capaces de aportar al derivado enzimatico inmewbz alta actividad y estabilidad
operacional, sino que ademas también sean capaatdisalver los sustratos presentes
en el medio de reaccién, generando un sistema hameogy monofasico capaz de
permitir mayores velocidades de reaccion. De estgomla adecuacion de los sistemas

biocataliticos en los procesos de sintesis dedsetlseria sensiblemente mejorada.

Para llevar a cabo este objetivo, este trabajazinpbr primera vez la capacidad
de tres ILs hidrofdbicos, para disolver mezclagtra#eina/metanol en funcién de la
temperatura. Siguiendo un viejo axioma de la quartsemejante disuelve a semejante”
se seleccionaron tres ILs hidrofobicos: bis[(toflo)metilsulfonilimida] de metil-
trioctilamonio [Troma][NT$], hexafluorofosfato de 1-metil-3-octil-imidazolio
[Omim][PFRs] y bis[(trifluoro)metilsulfonilimida] de 1-metil-®ctadecilimidazolio
[C1smim][NTf,], basados en aniones hidrofébicos y sustituyealgsilicos de larga

longitud de cadena.
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Para el estudio del comportamiento de fases sectah® una razén molar de
trioleina: metanol de 1:6, siendo objeto de estudess mezclas diferentes de
IL/trioleina/metanol a diferentes temperaturas.aAvista de los resultados, se observo
como solamente en el caso en el que se emplegmi@][NTf,] (IL sdélido a
temperatura ambiente con m.p. 54°C) se consiguohdir completamente ambos
sustratos, empleando eso si, porcentajes de ILrietgseal 30% (w/w) y temperaturas

por encima de los 40 °C.

Una vez vistas las propiedades genuinas del IkAin][NTf,], se estudio
también la capacidad de estos tres ILs hidrofobjgasa llevar a cabo la sintesis
enzimatica de biodiesel catalizada por lipasa CAhBovilizada (Novozym 435) a
60°C, eligiéndose como razon masica IL: (TO + MeO68.8:36.2. El perfil de
reaccion frente al tiempo para el caso en el quelem Ggmim][NTf,], mostré una
elevada velocidad de reaccion lograndose una peaitu@or encima del 96% en
biodiesel tras s6lo 6 horas de reaccion, ademéabs&vo como el sistema final resulto
claramente monofasico tras 24h donde ya, todos tt@cilglicéridos fueron
transformados en biodiesel. En el caso del gliceselobservd su inmiscibilidad en
todos los casos y para cualquier temperatura deyendepositandose éste en el fondo
en forma de pequefias gotas. En éste y en los dmsas, se estudid la produccion de
biodiesel a 6h de reaccion para diferentes tempastasi como en sistema libre de
disolvente. La lipasa fue practicamente inactive@ste ultimo caso, mostrando de igual
modo muy escasa actividad en medio [Omimg[PEn los otros dos casos en los cuales
se emplearon como ILs [Troma][N;Jfy [Ci1gmim][NTf,], al tratarse de ILs mas
hidrofobicos, la solubilidad de los triacilglicéosl fue mayor, permitiendo asi una
mayor velocidad de reaccion en todos los casos joganto, una mayor produccion en
biodiesl. Siendo en ambos casos la temperaturamaptie reaccion 60°C vy
encontrandose los valores mas altos de produc&antodos los casos para el
[C1smim][NTf,], debido a su capacidad para disolver completaanierst sustratos del

medio de reaccion y también debido a su menor sidad.

Aunque cabe destacar que, el IL{GIM][NTf,] es soélido a temperatura
ambiente, dicho IL presenta una viscosidad a 60ff€rior a la mostrada por el
[Omim][PFs] y el [Troma][NTH] (85, 152 y 186 mPa.s, respectivamente), lo que

favorece los fendbmenos de transferencia de masfohgue se corroboré con las
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superiores actividades cataliticas observadasy yop@nto su posible aplicacién en el
proceso de sintesis de biodiesel.

Sin embargo, el criterio real para poder hacerlasleaun proceso biocatalitico,
es la estabilidad operacional de la enzima y lapexacion y reutilizacion del IL. Para
poder llevar a cabo este propdésito, se disefi6 atogwlo ciclico, en el cual se tuvo en
cuenta la solubilidad de los productos en el nuaedio de reaccion. En el caso del
biodiesel, se observdo como fue siempre miscibleelemismo, resultando un medio
liquido monofasico por encima de los 40°C y sépdodebajo de 30°C, mientras que el
glicerol en ninguno de los casos resulté solublesta medio. Por lo tanto y a la vista
de los resultados, el protocolo ciclico establedig®o el siguiente: en primer lugar, la
etapa biocatalitica se llevo a cabo a 60°C durdétte seguida por dos etapas
consecutivas de extraccion de los diferentes ptodide reaccion; la primera con agua
para extraer el glicerol y el metanol, y la segunda octano, para la extraccion del
biodiesel y restos de compuestos mas hidrofébic@i(glicéridos, dialcilglicéridos y
monoacilglicéridos), permitiendo de esta forma uo#l recuperacion del IL-
[C1smim][NTf;] tras su posterior solidificacion. Al poner en ofa este protocolo, se
pudo ver que tras 7 ciclos de operacion, la pradacde biodiesel permanecio
practicamente constante, mostrandose asi la adéoude este IL para llevar a cabo la
sintesis de biodiesel.
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Capitulo II:

Sintesis enzimatica de biodiesel en sistemas monofasicos basados
en ILs hidrofébicos y en sistemas bifasicos ILs hidrofébico/scCO:

(Ver Anexo III)
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Los resultados presentados en este Capitulo sesatram recogidos en la siguiente publicacion:
Pedro LozanoJuana M. Bernal, Michel Vaultier
“Towards continuous sustainable processes for eatigraynthesis of biodiesel in hydrophobic ionic
liquids/supercritical carbon dioxide biphasic syssé
Fuel201% 90 (11): 3461-3467
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En el trabajo anterior se demostrd la idoneidad IdgC 1gmim][NTf,], un IL
basado en un catiébn con un sustituyente alquiledadga longitud de cadena, para
disolver la trioleina y el metanol (sustratos imhdos en la sintesis de biodiesel),
proporcionando ademas un medio homogéneo y monofaan excelente sistema
capaz de llevar a cabo la sintesis enziméticaatidsiel, con rendimientos superiores al
96% tras soOlo 6h de reaccidén a 60°C. Ademas, ablesid un protocolo ciclico en el
cual se utilizaron disolventes organicos para lauperacion de los productos y el

sistema enzima/IL fue reutilizado 7 veces sin pcaotente sin pérdida de actividad.

Si se tiene en cuenta que el futuro mas interegamtelos procesos biocataliticos
en ILs es la posibilidad de disefiar sistemas deci@a continuos que permitieran una
sencilla recuperacion del los productos, la bidisiéa en sistemas bifasicos en
ILs/scCQ emerge como un enfoque excepcionalmente integaara el disefio de
procesos limpios continuos. La combinacién de losdializadores con los sistemas
ILs/scCQ tiene sinérgias interesantes ya que la alta efi@ebiocatalitica de las
enzimas en los ILs, se combina con las las ventigascCQ para llevar a cabo el

transporte de masa proporcionando directamenfar¢aiictos puros.

En este capitulo se plante6 por primera vez, l@sigbiocatalitica de biodiesel en
sistemas bifasicos ILs/scGQOAdemas de esto, se estudioé el comportamientasis fde
los sustratos y productos involucrados en la sgtis biodiesel (IL/trioleina/MeOH y
IL/oleato de metilo) en diferentes ILs hidrofobiammn sustituyentes alquilicos de larga
longitud de cadena. En base a esto se selecciod&dhs diferentes, basados en
cationes del tipo 1-alquil-3-metilimidazolio comigitudes de cadena alquilica; 12, 14,

16 y 18 ([Gmim]), y combinados con los aniones:sBPF o NTf;.

En primer lugar se estudié la capacidad de disgbegrparte de estos nuevos
medios de reaccién, 12 ILs basados en cationesipolid con larga longitud de cadena
de C12 a C18, los sustratos involucrados en lasigtle biodiesel, trioleina y metanol.
El estudio del comportamiento de fases de las ragzefrnarias, IL/trioleina/MeOH se
realizo a 60 y a 85°C, debido a la naturaleza aaidemisdlida de algunas de ellas. En
todos los casos, la razon molar trioleina/MeOH deel/6, relacion considerada como
Optima para la sintesis enzimatica de biodieset tasultados mostraron como la
solubilidad de las mezclas trioleina/MeOH fueromaraimente dependientes de la
naturaleza de los iones y del porcentaje del IL, s ILs con anién NTf fueron los

gue mostraron mejor capacidad para disolverlosgrehadose un claro aumento de la
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solubilidad con el incremento de la longitud deersdy del porcentaje del IL. En este
sentido, sb6lo los ILs [GMIM][NTf,], [Ciemim][NTf,] y [C1gmim][NTf,] fueron
capaces de disolver todo el medio de reaccion. Teande observé como al aumentar la
longitud de cadena del sustituyente alquilico, ylpdanto la hidrofobicidad del ILs, la
cantidad de IL minima necesaria para disolver elimde reacciéon fue cada vez menor
(i.e., ILmin = [Caamim][NTf,]-63.8%, [Gemim][NTf,]-31% y [Cigmim][NTf,]-18%). En
los demas casos en los que se emplearon ILs con Aiif,, no se observo en ningun
caso la solubilidad total de los sustratos, soéloclkano aumento de la misma con el
aumento de la longitud de cadena y de la concedtrate IL. Para los demas ILs con
aniones P§ y BF,, se observé en primer lugar, un mayor punto déirude las
mezclas heterogéneas, siendo las mezclas con Hatlealeza anidnica FHas que
mayores puntos de fusion presentaron, de aquizéarde estudiar el comportamiento
de fases a 85°C, con el objeto de llegar a obtamaayor fraccion de mezclas liquidas.
Al observar el compendio de resultados, podemo% dpe la solubilidad de las
mezclas de trioleina/MeOH en medio IL aumento con®lo hizo la hidrofobicidad
del anion ([NT§]>[PFs]>[BF4]). También se observé cémo, al aumentar el poagent
de IL en el medio de reaccion, el punto de fusankién aumentd debido a la mayor
contribucion de este componente en la mezcla. Esasb del glicerol, en todos los
medios resulté inmiscible con el medio de reaccpnopablemente debido a su alto

caracter hidrofilico y polar.

Una vez vista la capacidad de estos ILs para diséb sustratos involucrados en
la sintesis de biodiesel, el siguiente paso fuizezda biocatdlisis en ellos. Para ello se
fij6 como porcentaje de IL, 47.7%, y se estudi@Valucion del perfil de conversion
frente al tiempo de los ILs con anidén [NJTR 60°C, ya que fueron éstos los que
mayores solubilidades de los sustratos presenta@wemas de mantener rangos de
temperatura mas amplios en los cuales se obsergistamas en estado liquido. En
todos los casos se observd como con el paso delpdiela conversion iba
incrementandose, siendo la velocidad de reaccidiasyproducciones alcanzadas,
mayores conforme fue aumentando la longitud de rmade
([C1emim][NTF2]>[C1emim][NTF]>[C1smim][NTfo]> [C1omim][NTf2]>[Csmim][NTfy])
hasta un maximo del 95% tras 8h de reaccion pareasbd en el cual se empled
[C1smim][NTf,]. Estos hechos podrian estar claramente relacienaah la miscibilidad

de ambos sustratos en el medio de reaccion, yasqle se partid6 de sistemas
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monofasicos para el primer casod@im][NTf,]. Ademas de esto, se estudié también
para estos ILs, el efecto del porcentaje del Iresddp produccion de biodiesel tras 8h de
reaccion, debido a su enorme influencia en la dadald de los sustratos en el medio.
Los resultados mostraron una enorme dependencigestle parametro sobre la
produccion de biodiesel, viéndose unos incrementay pronunciados al pasar de
[Csmim][NTf;] a [Ciomim][NTf;], debido a la mayor solubilidad de los sustratos e
estos nuevos medios de reaccion. Es para estandssidrofobicos ([Gmim][NTT],
[Camim][NTf], [Ciemim][NTf;] y [Cigmim][NTf,]) donde se vio una clara
dependencia del porcentaje de IL tanto en la dadabi como en la produccidn,
demostrandose de igual modo la capacidad de dstdsdrofobicos como estructuras
supramoleculares en fase liquida para actuar conodde”, estabilizando la estructura

tridimensional de las enzimas en medios no acuosos.

También fue objeto de estudio, la influencia dedturaleza de los aniones (N,Tf
PRy BFy) de estos ILs hidrofébicos en la capacidad potepde la enzima de
catalizar la sintesis de biodiesel. Para poderrteme compendio de resultados
comparativos y representativos, ademas de poder tenmayor abanico de mezclas
liguidas posibles, la reaccion biocatalitica séizaa a 85°C. Al igual que en los casos
anteriores, se ensayaron para cada uno de losréissporcentajes de IL (16.4, 47.7 y
73.9 wiw) y se evalud la produccion de biodiesekcada uno de ellos. Como puede
verse, el rendimiento en biodiesel para los casdesque se emplearon ILs basados en
iones Pk y BF4, fue notablemente menor que los obtenidos cotioluess NT§. Asi,
mientras la enzima mostroé un bajo nivel de actidigara los ILs con anion BFen el
caso en el que se emplearon ILs con anione§ BFactividad mostrada fue casi nula.
Esto pudo deberse en primer lugar, al alto puntduden de las mezclas y en el
segundo lugar, al mayor caracter hidrofilico dedo®nes Bk, que pudo ser una de las
principales causas de la pérdida de la microcapagda encargada de estabilizar la
enzima frente a agentes externos (temperatura, Met@H).

Una vez vista la bondad de estos ILs hidrofobians sustituyentes alquilicos de
larga longitud de cadena, se decidid probarlosigtensas bifasicos ILs/scG@on el
objetivo de disefiar procesos quimicamente verdisposible aplicacion industrial. En
este contexto, se disefid un reactor de lecho fijatemiendo particulas de lipasa
inmovilizada recubierta con ILs para llevar a cédaintesis continua de biodiesel en

fase scCQ El sistema opero en forma bifasica, donde losaios fueron transportados
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por la fase scCOhacia el microambiente biocatalitico a través aledpa de IL, y
finalmente devueltos de nuevo a la fase sg@€On el objetivo de producir el biodiesel
completamente puro. Para probar este nuevo sisenansayaron 5 ILs de diferente
naturaleza ([@MIM][NTf,], [Cigmim][PFgs], [Cigmim][BF4], [Ciamim][NTfs] vy
[C14mim][PFg]) durante ciclos operacionales de 8h. Se seleamioncomo condiciones
operacionales, 60°C, 180 bares, 5.1 y 10.2 pmalekiha/min, y 244 pmoles
MeOH/min para garantizar una completa solubilidada$ sustratos en el interior del
reactor. Los resultados fueron excelentes en ttmksasos en los que se empled el
flujo méas bajo de trioleina, 5.1 pmoles trioleinamdemostrando la bondad de este
sistema continuo para la sintesis enzimatica ddidsel. Al emplearse [gmim][BF,]
como recubrimiento del derivado enzimatico Novoz/8% se obtuvieron los perores
resultados, el rendimiento en la producciéon deibgal se redujo a un 31% tras solo 3
ciclos operacionales, probablemente por el caraadeofilico del anion B, el cual no
sélo resulté un mal medio para transportar ladna y el biodiesel, sino que pudo ser
causante de la desactivacion del derivado enzimdgbido principalmente a la pérdida
de la capa protectora de agua que recubria a lmm&na todo esto se le sumo el
aumento de las limitaciones difusionales debidoa aa¢umulacién de compuestos
hidrofilicos como el glicerol, sobre la superficiel biocatalizador que al resultar mas
soluble en este IL que en los demas que se ensayarcapa “protectora” que rodeaba
el derivado inmovilizado fue aumentando su grosdifigultando la solubilidad tanto
de la trioleina, como del biodiesel. El uso denaima inmovilizada sin recubrimiento
mostré conversion total durante los 3 primerososiadperacionales, pero tras esto se
produjo una reduccidon continua y paulatina, que opws®r debida al efecto
desnaturalizante sobre las enzimas provocado EmGED, y/o por la menor eficiencia
al transporte de la fase sce@®través de compuestos hidrofilicos como el ghicgue

se va produciendo durante la sintesis de biodiesel va quedando adherido sobre la
superficie del biocatalizador, provocando el aumeld las limitaciones difusionales y

por lo tanto la desactivacion del mismo.

Sin embargo, al duplicarse el caudal de 5.1 a ith@les/min, el rendimiento en
biodiesel cay6 en todos los casos. Los mejoredtadsg fueron obtenidos para el
sistema Novozym 435-f@nim][PFs], donde se consiguié un rendimiento del 82% tras
12 ciclos operacionales. Estos resultados se exphicatendiendo a diferentes razones,

a las sumadas en el caso anterior, tuvo que teceesga el comportamiento de fases de
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sustratos y productos en los diferentes ILs, yaauduplicarse el caudal de sustrato
tratado, también se duplicé el de biodiesel pradtucEn este contexto, la excelente
capacidad del IL-[gmim][NTf,] hizo posible obtener las mayores producciones en
biodiesel, pero al duplicar el caudal de éste ttiswn el scCQ@ pudo ser el causante de
disolver la capa protectora de la enzima, elimioa@ésta con el paso de los ciclos. La
menor solubilidad tanto de sustratos como de ptoduen el IL-[Gsmim][PF] en las
condiciones de operacion, permiti6 conservar laagamtectora de IL durante mas
tiempo alrededor de las particulas de biocatalizadpesar de no ser la capa protectora
mas eficiente. En el caso en el que se emplearan Il [Cmim][PFg],
[C1amim][NTf,] y [Ciymim][BF,4], lo que se observd fue como la eficiencia de los
sistemas fue: [GMIM][NTf;] > [Cimim][PFs] > [Cismim][BF,], debido
principalmente al mayor caracter protector de &®s mas hidrofobicas. Al duplicarse
el caudal de trioleina, lo que se vio siguio lamagendencia, ya que en las condiciones
de reaccion, la capa protectora de IL fue solubleslebiodiesel en todos los casos,
eliminandose gradualmente ésta con el paso dedos ¢ provocando la desactivacion

del biocatalizador por las causas anteriormendelas.
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Capitulo III:

Sintesis continua de biodiesel en scCO: empleando lipasa

imnmovilizada en soportes que contienen ILs unidos
covalentemente

(Ver Anexo V)

> scCOzflow >
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Los resultados presentados en este Capitulo sesatram recogidos en la siguiente publicacion:

Pedro Lozano, Eduardo Garcia-Verdugimana M. Bernal, Diana F. 1zquierdo, M. Isabel Burguete,
Gregorio Sanchez-Gémez, Santiago V. Luis

“Immobilized lipase onto structured supports camitag covalently attached ionic liquids for contitugo
synthesis of biodiesel in scGO

ChemSusChe2012 5(4), 790 — 798
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El objetivo de este capitulo fue disefiar un nueracgso continuo de sintesis
enzimatica de biodiesel acoplando las estrategiasasv anteriormente de ILs
hidrofobicos y scCg pero solventando los inconvenientes que en éluta@nterior se
encontramos, como fueron la disminucion de la mldt del biocatalizador debido a la
pérdida de la capa protectora de IL (causada pa@ité solubilidad en sustratos y
productos en el scCy a la acumulacion de compuestos mas polares ebglerol,
debido a su baja insolubilidad en la fase mévisd€Q, causante del aumento de las

limitaciones difusionales del sistema Novozym 4B%iktas anteriormente.

Asi, con el objetivo de disefar sistemas mas efiegeenzima-IL en scGOse
disefiaron una serie de biocatalizadores soportadise materiales avanzados
funcionalizados con fragmentos analogos a los dimpiiionicos (SILLPs). Las
superficies internas de estos soportes se puedesidecar espacios restringidos donde
la reactividad y selectividad de los procesos dlietianen lugar pueden modularse
mediante el disefio tanto del centro catalitico caleola matriz polimérica y de la
distribucion, concentracion, naturaleza y oriertacde los diferentes fragmentos
presentes. Los resultados obtenidos en estudies@es (Lozan@t al, 2007b, 2010c)
permitieron establecer que es posible mejorar patrés como quimio- regio-, y
estereoselectividad, rendimiento o la velocidad la@lereaccion cuando se utilizan
biocatalizadores soportados en SILLPs empleanddicones de flujo y disolventes

medioambientalmente benignos.

Para este trabajo se desarrollaron diversos SliLt&ssiderando diversas
alternativas que incluyen tanto la polimerizaci@ rdonémeros funcionales como la
modificacion estructural de polimeros preformadhadiéndose seleccionado finalmente
el llevar a cabo la post-modificacion quimica desinas tipo Merrifield. Esta
modificacion tiene lugar preferentemente en lasedigies accesibles de las resinas
dando lugar a superficies funcionales. Se eligi@triPs de decil-2-metilimidazolio
unidos covalentemente a matrices porosas de PS-&vitd soportes adecuados para
inmovilizar el biocatalizador, la enzima CALB. Convariables estructurales en el
desarrollo de SILLP se consideraron la naturaletamion (Clo NTf,), la carga de los
restos con estructura de liquido i6nico y, pornidtj la naturaleza y morfologia del
soporte: resinas tipo gel convencionales o Rasteesijnas macroporosas. Estos
materiales se caracterizaron con diferentes téerfieaRAMAN, TGA, DSC, ATRIR,

etc.), con objeto de profundizar en el conocimiaiddas relaciones estructura/funcion

131



Capitulo 1l

de los mismos, analizando la influencia de las ataresticas del microentorno

catalitico.

Para evaluar todos estos parametros, se inmoJéizénzima CALB en los
diversos SILLPs sintetizados, y se realizé un priroebado con todos ellos en
disolvente organico convencional, en este caselgsecgond como disolvente t-BuOH
en unas condiciones estandar fijadas previamentda epibliografia, debido a la
capacidad de éste de disolver todos los sustmatotucrados en la sintesis de biodiesel.
Finalmente, se paso a probar los SILLPs que mejesedtados habian proporcionado

en medio scC®

La enzima fue inmovilizada por simple adsorcion goa disolucion de CALB en
contacto con los SILLPs. El primer efecto que sgeolo en la inmovilizacion fue que
los SILLPs derivados de resinas de PS-DVB con grufidomim] en la cadena
polimérica principal inmovilizaron casi el doble dazima que en el soporte de PS-
DVB sin modificar. Esto sugiere que ambas intexaoes Culémbicas e hidrofobicas
estuvieron involucradas en el mecanismo de inmEaglon. Sin embargo, el aumento
en la carga de IL en el soporte, disminuyd notabldgmla carga enzimatica, mientras
qgue el aumento en la hidrofobicidad del soportdanearid, sin embargo la estructura
del esqueleto del SILLPs tuvo una importancia béstaignificativa. Los SILLPs
derivados de resinas tiftastaadsorbieron menos proteina que los derivadossilease
macroporosas de alta carga, los cuales tuvierareskemejantes a los obtenidos en el
soporte comercial de PS-DVB sin modificar, esto queberse a que la alta carga
i6nica de las cadenas salientes de la cadena gminde PS-DVB y su flexibilidad
pudieron producir la encapsulacion de la enzimagrfeeno que no es comparable con
la reticulacion covalente de las cadenas, lo cs&bried para la incorporacion de
unidades adicionales de enzima. A todo esto serf@da menor area especifica de

estos SILLPs fruto de la estructura de los derisado

Al probar todos estos soportes en la reaccion mess$ de biodiesel en medio
convencional tert-butanol), se vio que las resinas macroporosasifiérresultaron
ser excelentes para llevar a cabo esta reaccionpmmucciones comprendidas entre
81-95 % tras 24h de reaccion, con relacion al ddovinmovilizado en la resina de PS-
DVB sin modificar (CALB-Amberlite XAD4) cuya proden fue del 52%, siendo la
actividad de 3 a 4 veces inferior. El aumento dealga del IL en el SILLPs, igual que

ocurrio con el rendimiento de inmovilizacion, disiy6 ligeramente la produccion de
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biodiesel tras 24h de reaccién, lo contrario quarri@ con la hidrofobicidad del
SILLPs, que favoreciéo notablemente esta reacciébjdd posiblemente a la mayor
estabilidad de la enzima en microambientes masofidbicos, demostrandose
nuevamente el rol que juega este parametro entieidacl enzimatica. La menor
actividad de la enzima, se observo para los SllddPsresinas Merrifield tip&Rasta,
posiblemente por el bajo rendimiento obtenido eimmovilizacion y al menor grado
de proteccion frente al MeOH debido al menor grddopuntos de anclaje para la
misma carga de grupos de IL en el soporte de ininagion. Todo esto refleja
nuevamente la importancia de la estructura fornpemtael soporte con unidades de IL
para formar las propiedades finales de los derival@oCALB-SILLPs.

El interés de trabajar con sistemas cataliticasshids basados en la combinacion
de ILs y scCQ con enzimas podrian representar un importantaarsie herramientas
verdes para desarrollar procesos quimicamente veatdenterés industrial. Por esta
razon, el interés de desarrollar un proceso contttausintesis de biodiesel en reactores
continuos de lecho fijo con particulas de derivadoovilizado CALB-SILLPs como
lecho fijo. Para probar la eficiencia de este sistese eligieron como condiciones de
reaccion: 300 mg de derivado inmovilizado CALB-SRd4, 10.2 pmoles de
trioleina/min, 244.4 pmoles de metanol/min, bajmdioiones de scC (45 °C y 18
MPa), probandose en primer lugar el derivado infimado en la resina macroporosa
Merrifield de anién Clcon carga nominal de IL de 1.2 meq/g. El sisteasaltd ser
eficiente para la sintesis de biodiesel, mostrarael primer ciclo operacional de 6h,
una produccién de biodiesel entre el 78-95 %. Ndetectd actividad enzimética fuera
del reactor debido a la insolubilidad de la enzenael scCQ Sin embargo, tras 10
ciclos operacionales, la produccion media del cildgd a bajar hasta un 30%. Para
probar que esta desactivacion pudo deberse uresalysivamente al envenenamiento
del derivado CALB-SILLPs por el glicerol (subprotlude la reaccion), que debido a
su mayor caracter hidrofilico es muy poco solubléagfase scCg se decidié lavar éste
con tert-BuOH. Una vez liberados los centros activos deivddo CALB-SILLPs, se
probé nuevamente (ciclo 11) obteniéndose una poidluadel 98%, pero tras nueve
ciclos mas, la produccién volvié a caer, en menedial que en los 10 primeros ciclos
debido a las trazas residualestdd-BuOH todavia presentes tras el lavado. Tras un
segundo lavado, y vistos los inconvenientes de egima de transportar los

compuestos mas hidrofilicos producidos durante dacgion y causantes del
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envenenamiento del biocatalizador, se decidi6 anigi el cosolventetdrt-BuOH) en
linea con los sustratos de la reaccion. Para elkekccioné una razén molar 1: 1 con
respecto al caudal de trioleina, observandose vodupcion practicamente constante
durante los adicionales 20 ciclos operacionalestosEgesultados indicaron la
importancia de solventar las limitaciones difuslesapara poder disefiar sistemas
estables continuos para la sintesis de biodiesel.

Para estudiar los diferentes derivados de CALB-8H Lsintetizados, en
condiciones de scCOy bajo la alimentacion continua del cosolventgyiele tert-
BuOH), se comparé la produccién media tras un @pleracional de 6h. Los resultados
mostraron una tendencia ligeramente diferente eoldgenida en medio liquido
homogéneotert-BuOH visto anteriormente. Al igual que en el camaerior, las
mayores producciones se obtuvieron para los biladares CALB-SILLPs derivados
de las resinas macroporosas Merrifield, con respadbs derivados de las resinas sin
tratar y las tipdRasta La influencia de la hidrofobicidad fue difererie scCQ, pudo
traducirse en cambios de polaridad y organizacstruetural de las capas de IL, debido
al mayor tamafio molecular y deslocalizacion dealga para el ion N%Efcon respecto
al ion CI, la organizacion de la capa de;J@im] no pudo mejorar la envoltura o el
caracter protector de la enzima. Ademas de todm és$ limitaciones difusionales
involucran tanto la fase IL como la supercritica fm que un anidbn mas grande e
hidrofobico pudo ser el causante de desfavorecesalida del glicerol hacia la fase

supercritica, y por lo tanto, el responsable deiento de las mismas.

Por ultimo, también se estudié la estabilidad aperel para los biocatalizadores
CALB-SILLPs derivados de las resinas macroporoslaservandose como las mayores
producciones y el menor envenenamiento de los taliwadores se produjo para los

derivados con menor carga de IL e iones Cl

Finalmente, podemos concluir el gran potencial gr@ésentan la combinacion de
de estos nuevos materiales basados en el acoptansimralente de los ILs (SILLPS),
combinados con los biocatalizadores y utilizadosistemas continuos con disolventes
verdes, como es el sc@Opara la produccion continua de biodiesel mediamta

metodologia totalmente respetuosa con el medioentehi
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Capitulo IV:

Produccién enzimatica de ésteres de terpenos en
SLILs, y su extracciéon mediante protocolos de
centrifugacién a temperatura controlada

(Ver Anexo V)

Los resultados presentados en este Capitulo semnan recogidos en la siguiente publicacion:
Pedro LozanaJuana M. Bernal, Alicia Navarro
“A clean enzymatic process for producing flavoueesby direct esterification in switchable ionic
liquid/solid phases”
Green Chemistr012 14(11):3026-3033
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El objetivo de este capitulo fue el disefio de uevoenfoque limpio y sostenible
medioambientalmente para llevar a cabo la sinteeatalitica de ésteres de terpenos
en ILs solidos e hidrofébicos, objeto de interésapitulos anterior, en los cuales se vio
la bondad de estos nuevos medios de reaccionlpaaa & cabo reacciones enzimaticas
debido principalmente al fuerte caracter hidrofébgue presentaron debido al larga
longitud de cadena del sustituyente alquilico de s loILs
bis[(trifluorometil)sulfonilimida] de 1-alquil-3-méimidazolio. En este estudio, se
decidieron probar por primera vez estos ILs solilmofébicos (semejantes a los
anteriores) pero del tipo bis[(trifluorometil)sulitmida] de  N,N,N,N-
alquiltrimetilamonio o SLILs (“Sponge Like lonic duuids”) debido a las peculiaridades

en su comportamiento.

Una vez determinado el punto de fusion del Isf@a][NTf,] (pf = 64 °C) que se
utiliz6 como modelo para los diversos ensayos, reeegio a realizar el estudio del
comportamiento de fases tanto de sustratos comoprdductos, para ello se
seleccionaron tres porcentajes de SLIL difererd®s §0 y 70%, w/w). Los resultados
mostraron que tanto sustratos como productos feamsistemas liquidos monofasicos
a 50 °C, mientras que se formaban sistemas sd@hdosfasicos a temperatura ambiente
a pesar del punto de fusion de este IL (64°C). Toa®cer el comportamiento de los
ésteres terpénicos en este nuevo medio de ream®@bépasd a disefiar un protocolo
iterativo de centrifugacion a temperatura contrajaan el objeto de extraer el producto
puro mediante un protocolo sencillo y limpio. Med@RMN de'°F se pudo observar
como, el contenido en IL fue disminuyendo con lasesivas etapas de centrifugacion
hasta desaparecer tras la Ultima etapa. En Iddefaros rendimientos de extraccion, se
vio como este parametro fue dependiente de laalaha del éster aromaticioe( 51%
para el acetato de geranilo, 82% para el acetatisodenilo, 59% para el acetato de
citronelilo, o0 60% para el acetato de nerilo). Es&sultados se explicaron en funcion a
la organizacion nano-estructurada del li@a][NTf,], donde las largas longitudes de
cadena del cation podrian interactuar formando ¢bsiehidrofébicos capaces de alojar
los ésteres tepénicos. La disminucion del voluriee de éstos como consecuencia del
descenso de temperatura y la compactacion del [ELltma][NTf,] como
consecuencia de la centrifugacion pudieron squriasipales causas de la extraccion de
los productos.
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Una vez vista la posibilidades del SLIL;gBna][NTf,] como medio para la
“disoluciéon” de sustratos y a su vez, visto la ciged del mismo para poder realizar la
extraccion de los productos “disueltos” en €l meiaun protocolo sencillo y limpio
debido a su caracter de matriz sélida con cargierdsponja (SLILs) en el que los
compuestos terpénicos se encuentran “incluidos’sigliente paso fue evaluar su
adecuaciéon como medio de reaccion para llevar a talsintesis enzimatica de los
diversos ésteres terpénicos de interés indusié&k ello se fijaron como condiciones
de reaccion, 50°C, 50% IL (w: w) y una razén malarlos sustratos de 2:3 (acido
acético: alcohol isoamilico, nerol, citronelol orayaol), donde las producciones y
actividades obtenidas dependieron de la naturalekzalcohol empleado en la sintesis
(citronelol > geraniol > nerol > alcohol isoamiljcmbteniéndose un rendimiento de
acetato de citronelilo del 89% (en base al aciddiex inicial) mientras que en el caso
del acetato de isoamilo sélo se obtuvo un 14%2tagras de operacion y una actividad

12.5 veces mayor en un caso que en el otro.

Con objeto de aumentar la produccion de acetatsalmilo y de evaluar la
influencia del medio SLIL-[gGtma][NTf,], se adicion6 4 veces mas cantidad de enzima
y se disefiaron cuatro experimentos bajo las mismadiciones, dos de ellos en medio
libre de disolvente (con y sin agente desecante MpYy los otros dos en medio
[C1etma][NTf,]. En ambas situaciones, con y sin IL, se obseavoldra mejora en la
produccion por la presencia del agente desecant eredio. Esto se debid a que al
tratarse de una reaccion reversible, al eliminagela de la reaccion se pudo desplazar
el equilibrio hacia la formacion del acetato dearsdo. Sin embargo, el rendimiento
mejord realmente en medio SLIL{#ma][NTf,], obteniéndose rendimientos cercanos
al 100% tras 4 horas de reaccion en el caso enecbg empled conjuntamente con el
agente desecante. Esto se debié a la excelenteidagale los ILs hidrofébicos con
comportamiento tipdesponja” (SLILs) como medios de reaccidon para llevaral®oca

reacciones de transesterificacion y esterificacetalizadas por lipasas.

El efecto de la longitud de cadena de los catiatgetos SLILs tipo [N,N,N,N-
alquiltrimetilamonio][NT%] también fue estudiado para la sintesis de acetato
isoamilo. Se pudo ver que, la produccion aumentdocme lo hizo este parametricey,
[C1Ama][NTf,] < [Cigma][NTf] < [Cigtma][NTf,] <[Cigstma][NTf,;]) obteniéndose
rendimientos proximos al 100% para los casos en doales se emplearon
[C1etma][NTf;] y [C1etma][NTT;].
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Otro pardmetro de enorme relevancia en reacciomesjdilibrio es la adicion de
uno de los sustratos en exceso con la finalidadlesplazar la reaccién hacia la
formacion de productos. Por esta razdn se estudi@mes razones molares de acido
aceético: alcohol isoamilico, 3:3, 2:3 y 1:3, mamadose constante los demas
parametros (cantidad de enzima/mmol de acido acétantidad de MS13X/mmol de
acido acético y temperatura de reaccion, 50°C) nandose conjuntamente el %lIL-
[C1etma][NTf,] (50, 60 y 70% IL). Como cabia esperar, el aumelatda cantidad del
alcohol isoamilico desde las condiciones equimseldrasta un exceso del doble del
alcohol requerido para la sintesis, logré desplataquilibrio hacia la formacion del
éster deseado, obteniéndose producciones cerchrif#®% independientemente del
porcentaje de IL para los tres casos ensayadds, ffama la razén molar 1:3 como para
la 2:3. El caso mas desfavorable se dio para ldicidm equimolar, observandose en
este caso un papel fundamental la cantidad de BELjlitma][NTf,] en el medio de
reaccion y por lo tanto, de la diluciéon de los matss. Esto pudo explicarse en base a la
elevada concentracion de acido acético y el roltgque que jugar el SLIL hidrofobico

como medio diluyente y estabilizante de la enzima.

La adecuada metodologia propuesta para la sindesmcetato de isoamilo se
probd para la obtencion de otros 15 ésteres dertesp evaluandose en todos ellos el
efecto de la razon molar para un porcentaje deClkina][NTf,] fijo, en este caso fue
del 60%. Para llevar a cabo estas reacciones|esigmaron cuatro acidos carboxilicos
(i.e., acido acético, propionico, butirico y valéricojog cuatro alcoholes que han sido
objeto de estudio en este trabaje.( alcohol isoamilico, nerol, geraniol o citronglol
En todos los casos y para las tres razones molkesasliadas, se obtuvieron
rendimientos superiores al 90%, mostrandose aaiyem mas la idoneidad de estos ILs
hidrofobicos con sustituyentes alquilicos de ldaymitud de cadena para llevar a cabo
la sintesis enzimatica de ésteres de terpenos)zalecdose concentraciones finales de

producto de hasta 0.757 g/mL, libres de IL.

Una vez visto esto, el criterio clave para podeaks un proceso biocatalitico a
escala industrial (como se dijo anteriormente)p@der llevar a cabo tanto el reciclaje
del IL como la recuperacion de la enzima. Por est®n, se propuso un protocolo
ciclico a escala de laboratorio para la sintesidiftgentes ésteres de terpénicos.,(
acetato de isoamilo, propionato de isoamilo, bittice isoamilo, acetato de citronelilo
y acetato de geranilo). Las condiciones de reacgi@se seleccionaron fueron: 60%
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IL-[C 1¢tma][NTf,] en peso, una razén molar de 4cido acético: alabin@:3, 40 mg del
derivado enziméatico inmovilizado Novozym 435 por atrde acido acético y 50°C.
Para simplificar el protocolo, no se utilizé6 agedésecante y con el fin de subsanar el
efecto de éste, se aumenté el tiempo de operaeiGhal14 horas. La etapa catalitica
fue seguida de una etapa de enfriamiento a tenuparambiente, tras la cual se
procedié a aplicar el protocolo de centrifugacideraperatura controlada disefiado para
tal fin (4 etapas de 15 min cada una a 14000 rgm |ba siguientes temperaturas; 25,
21, 10 y 4 °C). Tras finalizar esta etapa, se iaoui los medios SLIL-[Gtma][NTf;]

con el derivado inmovilizado a presion reducidaadte 2 horas a 50°C, con el objetivo
de eliminar el agua producida y las trazas de aostry productos presentes en el
medio. Los resultados mostraron como la produc@énmantuvo practicamente
constante tras 7 ciclos de operacion, mostrandgis@ dondad de estos SLILs no sélo
como medios de reaccion para la sintesis enzim&@eaésteres de terpenos via
esterificacion directa, sino que también resultaxcelentes medios para la separaciéon
de los productos. Este trabajo ha permitido deraosfne es posible llevar a cabo el
disefio de un proceso integral verde de producadceatalitica de ésteres de terpenos,
obteniendo concentraciones de producto de haska @/mL, que podria ser facilmente
escalable a nivel industrial, y que con la adecuselaccion de los sustratos, los

productos obtenidos podrian ser clasificados comdyttos naturales.
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Capitulo V:

Proceso de sintesis enzimatica de biodiesel en SLILs, empleando
como métodos de separacién protocolos de centrifugacion a
temperatura controlada acoplados a extracciones liquido-liquido

(Ver Anexo VI)
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Los resultados presentados en este Capitulo semnan recogidos en la siguiente publicacion:
Pedro LozanoJuana M. Bernal, Gregorio Sanchez, Gregorio Lopez, Michel Vaultier

“How to produce biodiesel easily using a green &iialytic approach in sponge-like ionic liquids”
Energy & Environmental Scienc2013 6(4): 1328-1338
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Los ILs basados en cationes con sustituyenteslialopiide larga longitud de
cadena (i.e. [Gtma][NTf,], [C1smim][NTf,],...) han demostrado ser excelentes medios
liquidos monofasicos para llevar a cabo la sin@szsmatica catalizada por lipasa tanto
de ésteres de terpenos, como de biodiesel. Eltearéonmutable solido/liquido de
estos nuevos medios de reaccion con comportantipotesponja-SLILs (pueden pasar
de sélidos a liquidos en funcién de la temperatwigaeversamodificando su capacidad
para disolver solutos) visto en el Capitulo 1V, yegfue aplicado con éxito para el
disefio de un protocolo sencillo y limpio para ldeoigion de ésteres de terpenos, fue
objeto de estudio para el disefio de un nuevo prtitode obtencién de biodiesel
mediante sintesis enzimatica catalizada por elvadoi enzimatico inmovilizado

Novozym 435 a partir de triacilglicéridos (triolainy metanol.

En primer lugar, se determinaron los puntos dedfusie tres de los cuatro ILs
empleados en este estudio G@a][NTf,], [Ciitma][NTf,], [Cistma][NTf] y
[C1stma][NTf;]), observandose igual que ocurrié en el caso ianteon los ILs de
naturaleza 1-alquil-3-metilimidazolio (vé&nexo II) como el incremento de la longitud
de la longitud de cadena del sustituyente alquilimel causante del aumento de las

interacciones de van der Waals y por lo tanto,stie garametro.

Los estudios de solubilidad de los sustratos @imal y metanol, a una razon
molar 1:6) en los 4 nuevos SLILs del tipatf@a][NTf,] parai= 12, 14, 16 y 18, y para
el IL-[C4tma][NTf,], se realizaron a 60°C. Los resultaron mostraoonacpara los casos
[Castma][NTf,] y [Citma][NTf,], los sistemas resultaron ser siempre claramente
bifasicos. La capacidad de disolver los sustratos arte de los SLILs mas
hidrofobicos se observd para longitudes de cadepariores a los 12 atomos de
carbono, observandose como al aumentar el cardicbeafobico la cantidad de estos

SLIL requerida para disolver los sustratos fue meno

Una vez visto el poder solvente de la mayoria d@seSLILs, se evaluaron estos
nuevos medios para la sintesis enzimética de lsieldtalizada por Novozym 435.
Los resultados mostraron una mejora abismal entiadad enzimatica al pasar de ILs
con sustituyentes alquilicos en el cation de 4 &@tbthos de carbono, y de aqui en
adelante la mejora fue menos acentuada, obsendrelodos SLILs conversiones
cercanas al 100% tras solo 4 horas de reaccioo.tsto explicarse en base a la alta
solubilidad de los sustratos en estos nuevos medigogeaccion, aunque en las

condiciones de estudio no todos los SLILs consiguieinicialmente disolver los
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sustratos del medio de reaccion en su totalidady gebido a las altas actividades
enzimaticas (del orden de 30 veces superior esldiss que en el IL-[Gtma][NTf,])
en ellos la concentracion de los mismos disminugpidamente generandose

practicamente a las 2 horas medios homogéneos.

Otro parametro de enorme relevancia visto en dagitanteriores, fue el
porcentaje de IL en el medio de reaccion. Aquiiiseomo fue necesaria una cantidad
minima de SLIL para obtener producciones de bietliesrcanas al 100% tras 8 horas
de operacion. Esto se explicd, por un lado en hdaesolubilidad de los sustratos, que
como se vio anteriormente, el porcentaje de SLllelemedio fue determinante para
lograr medios monofasicos, y por otro lado, jugdapel decisivo en la proteccion del

microentorno 6ptimo de la enzima.

Una vez visto las bondades de los SLILs como medmseaccion para la
reaccion de sintesis enzimatica de biodiesel, tseliéda estabilidad térmica a 60°C del
derivado enzimético inmovilizado en medio SLILsfina para los casos
[C14ma][NTf,], [Cietma][NTf,] y [Cistma][NTf;], con el objeto de evaluar la vida
media del biocatalizador ya que a escala indusésabasico no so6lo garantizar la
reciclabilidad del mismo, sino que también su elstidlal frente al tiempo de uso. Las
estabilidades fueron excelentes en los tres casasteniéndose una actividad residual
alrededor del 90% tras 100 dias de incubacion yigd@gamediaentorno a los 1370 dias,
obtenida para una aproximacién cinética de primgerm Mostrandose una vez mas la

habilidad de los ILs hidrofébicos para estabililzaenzima.

Como se ha venido diciendo en capitulos anteridess;laves para el desarrollo
de un proceso industrial de sintesis enzimatichioldiesel ademas del reciclado de la
enzima es, desarrollar un protocolo de extracciénlod productos y reactivos sin
reaccionar, con la finalidad de poder reciclar dlILS para sucesivos ciclos
operacionales. Teniendo en cuenta los puntos denfde los SLILs-[G,.1dma][NTf,]

y el comportamiento de fases de los productos,esarmblld un protocolo sencillo de
extraccion del biodiesel en base al comportamientonutables de los SLILs. Para el
disefio del protocolo, se ensayaron mezclas de IaH s§Citma][NTf,],
[C14ma][NTf,], [Cigtma][NTf,] y [Cigtma][NTf,]) y del biodiesel para una razén
masica 55/45, w/w, que resultaron liquidas monoéésa 60°C y sélidas monofasicas a
temperatura ambiente, excepto la muestra con SCiitfha][NTf,]. A todos los

medios se les aplico el mismo protocolo de cemafion consistente en tres etapas
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consecutivasetapa * 50 min y 15000 rpm a temperatura ambiente (ndrotaua),
etapa 250 min y 15000 rpm a 23 °C y finalmené¢gapa 350 min y 15000 rpm a 15°C,
obteniéndose los SLILs y el biodiesel como sobrantd Los rendimientos de
extraccion fueron decreciendo conforme aumenténgitud de cadena del SLILs (59.8
a 39.8%), mientras que la pureza fue incrementé@dsiuciéndose este hecho en un
menor contenido residual de SLILs en el biodiesdtagdo (0.64 a 0.06%). Este
experimento se repitid con la salvedad de que mé&zxlas liquidas se les adicion6 500
puL de agua a 60°C y fueron vigorosamente agitaasuna doble finalidad, aumentar
los rendimientos de extraccion favoreciendo lautgte la dispersion solido-liquido y
extraer en la misma etapa, el glicerol producid® gnetanol residual. Lo primero que
se observo fue que la disposicion de las fasesafyga en la interfase, biodiesel como
sobrenadante y el IL en la parte interior, la segan estuvo acorde con las densidades
(IL<agua<oleato de metilo). La principal diferengiae se observé con respecto al caso
anterior fue que aqui si que se consiguié sepataodiesel del SLIL-[Gtma][NTf,],
mientras que la tendencia observada en los rendiosiede extraccion fue la misma
(59.8 a 39.8%) aunque con rendimientos de extractigeramente superiores, 1o
mismo ocurrié con la pureza del biodiesel (3.45%d.) donde se llegd a observar
mediante RMN de'*F cémo el biodiesel extraido del SLIL- {na][NTf,] estaba
practicamente exento del mismo. Los ensayaros pgieren adicionando agua
deuterada en lugar de agua normal, para evaluaanietfC-RMN si todo el glicerol y

el metanol presente en la mezcla se quedabanfaselacuosa, y efectivamente asi fue.

A pesar del excelente enfoque que ofrecian los SpHra la separacion tanto del
biodiesel como del metanol, el bajo rendimiento edgraccion ie., 51.8% para
[C1etma][NTf,] y 48.9% [Gstma][NTf,]) resultd una clara limitacion para su posible
explotacion industrial. Para evaluar realmenteadtumraleza del problema, se estudié la
capacidad de ambos SLILs,f@na][NTf,] y [C1gtma][NTf,], para disolver y desorver
el biodiesel durante 5 ciclos mediante el protoaidocentrifugacion a temperatura
controlada propuesto, incluyendo la etapa de adide agua, y adicionando en cada
etapa biodiesel nuevo. Los resultados mostraroroamendimiento de extraccion fue
aumentando durante los tres primeros ciclos y lysgmnanecié constante para los
siguientes ciclos con la totalidad del oleato detilmeextraido, manifestandose
nuevamente como los SLILs se comportaban como hggpanojadas” hasta un limite

de saturacion a partir del cual eran capaces daesxtvdo el biodiesel disuelto.
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Una vez vista la estabilidad térmica del biocatalr y la posibilidad de
establecer un proceso de recuperacion y reutibnasencillo de los SLILs, el siguiente
paso fue evaluar esto en un protocolo ciclico délimacion de ambos. A pesar de lo
visto anteriormente, se observdé como tras el prio@o la produccién en biodiesel
cayoO bruscamente y asi gradualmente hasta el teiater Esto se debid al disefio del
protocolo, ya que en si no se garantizaba la wtadinacion del glicerol producido
durante el proceso, debido a que una parte imgerts@ iba depositando sobre el
biocatalizador aumentando las limitaciones difusies en ciclos sucesivos. Con objeto
de poder solventar este problema, a partir dektericlo y tras separar el medio de
reaccion del biocatalizador, este Udltimo se lavan d¢ert-butanol recuperandose
totalmente la actividad enzimética y volviendossbtener producciones en biodiesel en
torno al 100% durante 15 ciclos operacionales, dé&n@odose asi la adecuacion de
estos SLILs como excelentes medios de reaccion lf@rar a cabo la sintesis de
biodiesel, y de separacién del mismo.

Las propiedades Unicas de liquidos ionicos hidwgplbasados en cationes con
largas cadenas laterales de alquile. ([Cigtma][NTf,]), con fases conmutables
liguidas/solidas permiten incluir una nueva cardstiea entre su amplio abanico de
propiedades, que es su comportamiento como sist@entiso esponja. La capacidad de
los SLILs de "empapar" el biodiesel como una faspida, el cual puede ser
"escurrido” por centrifugacion en una fase solemuna propiedad Unica de estos ILs.
Este trabajo pone de manifiesto una vez mas, laeidad de los SLILs para llevar a
cabo procesos verdes integrales de transformaddecathlitica de interés para la
industria, demostrandose la sostenibilidad del ggocen base a la recuperacion y

reutilizacion total de los sistemas empleados gmaaleso.
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Capitulo VI
Efecto de la irradiacion de microondas en la

resolucion cinética del rac-1-feniletanol

catalizada por CALB-SILLPs

(Ver Anexo VII)
K

CROWA VES

CHy-CH,-COO-CH=CH, “
CHy-CH
@ swiPcars
W NAFION

SILLP-CALRB
OOCCH,CH

Los resultados presentados en este Capitulo sesatram recogidos en la siguiente publicacién

Diana F. IzquierdoJuana M. Bernal, M. Isabel Burguete
Eduardo Garcia-Verdugo, Pedro Lozano and Santiadwig
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La resolucion cinética de mezclas racémicas meglianttilizacion de enzimas es
una ruta comun y barata para la produccién de ptodwjuimicos enantioméricamente
puros a escala industrial. Sin embargo, el renditoiequimico de esta reaccion
enzimatica se limita al 50%, y esto ha estimuladaceplamiento de la resolucion
cinética con la racemizacion in situ. La resolucthmética dinAmica (DKR) permite
obtener un alto rendimiento del producto enanticcaérente puro (hasta el 100%) a

partir de una mezcla racémica.

La modificacion del medio de reaccion con objetaatiucir el papel del agua en
reacciones catalizadas por enzimas hidroliticasniti®é un claro desplazamiento del
equilibrio termodindmico hacia las reacciones déesis, ademas de disminuir posibles
reacciones secundarias como la hidrolisis del progduo la modificacion de la
estabilidad térmica y estructural de la enzima.oledto, acoplado a las ventajas que
ofrecen los ILs inmovilizados en soportes porosos tuales se ha demostrado,
permiten la mejora de la difusion y solventan laiple pérdida de IL empleado durante
el proceso, obteniéndose asi, un material de fétllzacion, recuperacion y
reutilizacion, han sido las claves para el dedaridé un nuevo proceso de resolucion

cinética dinamica dehc-1-feniletanol.

Actualmente, el uso de la radiacion de microond&d/] se esta expandiendo de
forma considerable en el campo de la quimica ocgaga que constituye una fuente de
energia eficaz y mas limpia que el calentamientaveoncional por conveccion.
Demostrandose también, como el empleo de estaciédi@s capaz de acelerar el
proceso enzimatico debido, principalmente a los btasnconformacionales que se

producen en la propia enzima.

Por otro lado, los ILs han emergido como nuevosiosede reaccion para procesos
enzimaticos, e igualmente se ha explorado su palepara sintesis asistidas por
microondas, debido a su caracter polar que los mageadecuados para captar dicha
radiacion. En este contexto, los SILLPs que se gmedefinir como matrices
poliméricas modificadas con unidades de ILs puedtersiderarse como “disolventes
ionicos solidos” o como materiales nanoestructwsamtm microentornos de polaridad

modulable con comportamiento similar.

Por esta razén, se decidié acoplar por primerdagesginergias asociadas al empleo
de enzimas inmovilizadas sobre SILLPs junto corathacion de MW, con el objetivo
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de mejorar y desarrollar un proceso mas eficieateedolucion enzimatica de alcoholes

secundarios.

Para la preparacion de los SILLPs, se utilizaratirdbs tipos de resinas de tipo
poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB): resinas magamsas con bajo (SILLPs-L) y
alto grado de funcionalizacion (SILLPs-H) y resitig® rasta (SILLPs-R), altamente
funcionalizadas. La reaccién de los grupos clordmde las mismas con 1-dodecil-2-
metilimidazol condujo a los SILLPs correspondientes

La inmovilizacion de la enzima (CALB) sobre un SRLcon Cl 6 NTf, como
contraién, se consiguié por adsorciéon desde unacigol acuosa de la misma. Para
poder comparar, también se inmovilizé la CALB sobmberlita XAD-4 comercial,

resina también basada en PS-DVB, pero sin fragraa®dls.

En primer lugar, se llevé a cabo la resolucion tiia& KR) delrac-feniletanol con
propionato de vinilo como dador de acilo catalizada estos CALB_SILLPs, para
evaluar los efectos de la radiacion MW sobre logamantros de reaccion tales como la
esteresoselectividad y actividad, utilizandose @iosg los casos ciclohexano como

disolvente (disolvente transparente a la radiaMi) y ciclos de 10 min.

Alternativamente, estos catalizadores se ensaytomién en un sistema de
calentamiento convencional. En ambos casos, sezdlda temperatura deseada (40°C)
en cuatro minutos. Todas las enzimas soportadatizeabn la reaccion de formacién

de propionato d€R)-1-feniletilo con excelente.e.(>99%).

Los resultados obtenidos para las enzimas inmad#ig mostraron una clara
dependencia tanto de las caracteristicas de loEPSlicomo de la fuente de calor
aplicada. Asi, mientras que la CALB-XAD4 mostro wmantioselectividad y actividad
independiente de la fuente de calor utilizada, s de los SILLPs como soporte
condujo a una mejora importante en cuanto a laidatl cuando se empleé CALB-
SILLP-L, radiacion MW, SILLPs con anion NiJf etc. Igualmente, se pudo observar
que, independientemente del contraion, la CALB-$ILUL fue del orden de 6-8 veces
mas activa bajo radiacion de MW que utilizando firente de calor convencional. El
uso de SILLPs tipdRastacon una distribucién no homogénea del IL mostra baja
actividad con el uso de ambas fuentes de calogul sugiri6 que la presencia de

regiones con una alta concentracion de fragmergok gorobablemente condujo a la
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formacion de dominios o regiones altamente hidriofi¥ que pudieron afectar a los
procesos de transferencia de masa de los reagtmaxluctos hacia los centros activos,
ademas de que adsorbieron menos proteina querigadis de resinas macroporosas
de alta carga, los cuales tuvieron valores senegaatlos obtenidos en el soporte
comercial de PS-DVB sin modificar, esto pudo debersjue la alta carga idnica de las
cadenas salientes de la cadena principal de PSyDA(Bflexibilidad pudieron producir
la encapsulacion de la enzima, fenomeno que nadugparable con la reticulacion
covalente de las cadenas, lo cual estorb6 parectaporacion de unidades adicionales
de enzima. Por otro lado, los resultados obtenaiws CALB-SILLP-H, en una alta
concentracion de grupos ILs distribuidos homogémeae) también mostraron una baja
eficiencia catalitica con ambas aproximacionesalentamiento. Lo que si se observo
en todos los casos en los cuales se emplearon S|LfuB que la naturaleza mas
hidrofobica del contraion N%Efcon respecto al Clfue responsable de mejoras bastante

significativas en la actividad.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, de poncluir que el efecto del
calentamiento por MW sobre los materiales que eaeh SILLPs depende fuertemente
de distintos factores como son: la carga de Ibakaraleza del contraion y la naturaleza

de la arquitectura del polimero.

Igualmente, se estudid la actividad residual desesistemas en distintos ciclos,
bajo calentamiento por MW, observandose que lavidatl de ambos derivados de
CALB-SILLP-L (i.e, contraiones Cly NTf,) no se modificaron durante su
reutilizacion, lo que sugirid que el microentornogmorcionado por las unidades de IL
fue capaz de mantener la actividad de la enzimatefra su desactivacion por un
supercalentamiento debido a la radiacion de MW.eSibargo, esto no ocurrié ni con
soportes libres de fragmentos de ILs, ni con agaelbn una alta concentracién de los
mismos, ya que en estos casos, se produjo unaardéeishctivacion de los mismos

cuando se utiliz6 la radiacion de MW.

Estos resultados permitieron concluir que un disedecuado del soporte de los
SILLPs no solo contribuye a mejorar la actividad ldeenzima sino también su
estabilidad. Finalmente, se llevé a cabo la res@tucinética dindmica (DKR) dehc-
1-feniletanol mediante la combinacion del Nafion€S8 y la CALB-SILLP-L bajo
radiacion por MW (rendimientos del 70-80% y e.e-99446 para el correspondierfee
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éster). Estos resultados fueron claramente mepueslos descritos cuando que los
obtenidos en condiciones de calentamiento conveati¢e.e. 71%), mostrandose
nuevamente la eficacia de este tipo de calentanjiesdta vez para reacciones

quimioenzimaticas.

Los resultados aqui presentados ilustran por pamez el efecto intrinseco de la
irradiacion de microondas en biocatdlisis con tigsi ibnicos soportados en fases
sélidas. Ademas, los SILLPs pueden contribuir &dtabilidad a largo plazo de los
biocatalizadores, lo que permite su uso prolongaaio irradiacion de microondas.
Estos resultados abren la puerta para el empleomd®oondas en procesos

multienzimaticos y/o multicataliticos en procesagwjcos verdes.
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Capitulo VII:

Efecto de la irradiacion con microondas en la sintesis enzimatica
de acetato de amisilo mediante esterificacion directa en SLILs,
empleando sistemas de filtracion para

la separacién del producto.

(Ver Anexo VIII)

Los resultados presentados en este Capitulo sesatram recogidos en la siguiente publicacion:
Pedro LozanajJuana M. Bernal, Aimudena Lajarin, Daniel Romera, Eduardo GarcémeMigo, Gregorio
Sanchez-Gomez, Mathieu Pucheault, Michel Vaulhierlsabel Burguete and Santiago V. Luis
“A green approach for producing solvent-free anagétate by enzyme-catalyzed direct esterification
sponge-like ionic liquids under conventional andnoiave heating”
Current Green Chemisty2014 90: 3461-3467
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El acetato de anisilo es un ingrediente de fraganasado en cosmética y en
productos de perfumeria fina con una consumiciémdial entre 1-10 toneladas por
afo. A pesar de su alta demanda, la sintesis etizinte acetato de anisilo nunca ha
sido publicada, siendo la esterificacion directadielo acético con alcohol anisilico en
medio libre de disolvente la estrategia mas atragiara obtener el éster de interés. Por
esta razon se eligio como fragancia idonea parsisitizada con ILs hidrofébicos con
longitudes de cadena larga o SLILSSfonge Like lonic Liquids;)debido a sus
genuinas propiedades ya demostradas anteriornieata.llevar a cabo la sintesis, se
decidié probar por primera vez los SLILs empleagdtentamiento convencional, e
irradiacion por microondas, debido a las mejordalitigas sobre los SLLIPs vistas en

el capitulo anterior.

Para garantizar que los SLILs@a][NTf,] (n = 12, 14, 16 o 18) podian resultar
medios adecuados para la reaccion biocataliticaarg pa posterior separacion del
producto, se realizaron los pertinentes estudiosotiébilidad para cada uno de ellos a
diferentes porcentajes; 50, 60, 70 y 80%, disobleemezclas equimolares de los
sustratos acido acético y alcohol anisilico, y pta parte el producto (acetato de
anisilo) en ellos, y estudiandose el comportamied® fases en un rango de
temperaturas comprendido entre (30 y 60°C). Enstém casos se observé como tanto
sustratos como productos resultaron miscibles ®%,ebajo todas las condiciones
ensayadas, siendo la naturaleza del sistema ss&éidasolida o liquida en funcion de la
naturaleza del SLIL, el porcentaje del mismo ermeldio y de la temperatura. En
particular, a 50°C resultaron todos los sistenadds monofasicos, a excepcion del
[C1etma][NTf,] que necesitd de mas temperatura para lograrlRCj60nientras que a
30°C, sblo los SLILs-[@tma][NTf,] y [C1stma][NTf,] resultaron sélidos monofasicos.

Para llevar a cabo la sintesis enzimatica de acekatanisilo en condiciones
equimolares de sustratos y con la presencia deteagesecante MS-13X en SLILs-
[C1etma][NTf,] se decidio realizar la reaccion mediante cale@ato convencional y
asistida por microondas, para evaluar realmengféeeto de la radiacion en el perfil de
conversion frente al tiempo. Los resultados mostrauna actividad enzimatica
ligeramente superior en el caso en el cual se Bewabo la reaccion bajo una potencia
microondas de 4W frente al calentamiento convemtidevado a cabo a 50°C. Otro
fendmeno que se observd fue que a las 4 horagothuqrion alcanzada ya estaba

estabilizada en la reaccion bajo irradiacion pocraundas (mismo valor que el
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alcanzado practicamente a los 45 min) y por elfgaenecesario ese periodo de tiempo
para alcanzar el mismo valor en la reaccion pogntaiiento convencional. Esto se
explico en base al sinergismo entre los efectosités y no térmicos que se dan en este
tipo de irradiacion. En lo referente a los efeatostérmicos, hay que tener en cuenta
gue pueden llegar a inducir cambios selectivos aeronformacion de la proteina,

estimulando movimientos certeros del biocatalizador

Para evaluar la influencia del SLIL{§ma][NTf,] como medio en esta reaccién
enzimatica asistida por MW frente a la reacciorelitte disolvente, en ambos casos en
presencia y ausencia de agente desecante MS-13Xeligeron condiciones
equimolares de los sustratos. Los resultaron nrostreomo en ausencia del SLIL la
produccion en acetato de anisilo fue despreciatlmque al adicionar el agente
desecante este valor aumentd practicamente al.déble pudo deberse a la elevada
concentracion de acido acético presente en el noliceaccion (5.42 M) que pudo
provocar la desactivacion del biocatalizador. $nbargo, el rendimiento fue mejorado
enormemente cuando la reaccion de esterificaciérlléwada a cabo en medio SLIL-
[Cietma][NTf,] al 70% (w/w) en presencia de agente desecanteniébndose una

produccion en acetato de anisilo del 81% tras & Herreaccion.

Otro parametro a evaluar fue la carga optima dmtatalizador para la reaccion
en medio SLIL-[Ggtma][NTf,] en calentamiento convencional y bajo irradiacpam
MW. La cantidad de enzima oOptima fue 40 mg/mmol dégivado inmovilizado
Novozym 435, aplicAndose este parametro paratel desexperimentos llevados a cabo

en los siguientes estudios.

Tras ver la enorme importancia de la temperatural @@mportamiento de fases
de los sustratos y productos en los SLILgH@&a][NTf,] (n = 12, 14, 16 y 18), se
decidié estudiar este efecto en la reaccion coentamniento convencional y bajo
irradiacion por MW. Por esta razén se evalu6 ettefele la temperatura en un rango
comprendido entre 40-60 °C sobre la producciéndtifagras de reaccion en un caso y la
potencia de irradiacion 3-6W (con temperaturas\edemtes) para la produccion tras 1
hora de reaccion en el otro. Los resultados en andagos mostraron la misma
tendencia, hubo un incremento en la producciérahbgiar a un maximo dependiente a
su vez del SLIL (al aumentar la longitud de cadehanaximo se fue desplazando a

temperaturas superiores, ya que a pesar de que lmslonedios fueron liquidos en las
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condiciones ensayadas, el aumento de la longitudadena, favorecido también el
incremento de la viscosidad) y luego la produca@minuydé de forma gradual con
aumentos de temperatura o potencia, fenbmeno queatrdguyé a la posible
desactivacion enziméatica y que fue menos acentabdomentar la longitud de cadena
debido al mayor caracter hidrofébico del mismo y pw tanto al mayor caracter
protector del SLIL. Este parametro también tuvoremimportancia en la naturaleza
de las fases para los distintos porcentajes de-BLlgtma][NTf,] (SLIL que mejores
resultados mostrd). Por esta razon, se evaluosparamperatura (50 °C) y potencia de
irradiacion de MW (4W) 6ptimas, la produccion a 4 joras para cuatro porcentajes de
SLIL-[C1gtma][NTf,] (50, 60, 70 y 80%), viéndose que existié unaidadtminima de
SLIL a partir de la cual la produccion aumenté ememente (70 y 80%). Esto se debid
a que la enorme concentracion de acido presengt reedio generaba un fuerte poder
desactivante sobre la enzima, y al diluir el migron un agente altamente hidrofébico,
la estabilidad de la misma aumentd, permitiend@hkEner producciones de acetato de

anisilo mas elevadas.

Pese a la optimizacion de todos los parametrosiame no se consiguié superar
un maximo de produccion del 82%, esto se debi@idater reversible de la reaccion
que no permitid superar este limite, por esta raadmlecidieron probar excesos de
alcohol anisilico superiores al requerido por lde@siometria de la reaccion,
ensayandose tres razones molares de &cido ackttmbanisilico; 1:3, 2:3 y 3:3,
manteniendo todos los demas parametros de estuistantes. Los resultados
mostraron un incremento de la produccion al aunmehtaxceso de alcohol en el medio
de reaccion, con valores por encima del 95% parazén molar 1:3. Esto se debio
principalmente, a que se consiguié desplazar elliego hacia la formacion de

productos al aumentar la cantidad de alcohol (Riimcle Le Chatelier).

Una vez evaluado todo esto, para realmente propo@emetodologia viable para
la produccion de acetato de anisilo a escala indudtie necesario establecer un
protocolo sencillo tanto de recuperaciéon del SLidrdfébico como del biocatalizador.
Por esta razon se seleccionaron los SLILs que ewjasultados habian proporcionado
([C12tma][NTT,], [C1stma][NTf,] y [C1etma][NTf,]) y atendiendo al comportamiento de
fases ofrecido a temperatura ambiente en el cdabtlms medios solidificaron menos el
[C1tma][NTf;] que permanecio liquido, se decididé establecenuevo protocolo de
separacion del éster aromatico disperso en la anafiida del SLIL. El protocolo
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consistié en enfriar las muestras a 0 °C y mediahteso de filtros de naylon (con
tamafio de poro de 0.2 um) y una etapa de centcifug£16000 rpm, 10 min, 0°C), se
consiguio obtener la fragancia libre del SLIL. Lagrza del éster aromatico dependi6 de
la longitud de cadena del SLIL, ya que la cons@tede la dispersion solido liquido
estuvo muy ligada a la temperatura de fusiéon dél Sl igual que los rendimientos de
extraccion que fueron decreciendo con forme aumiantdngitud de cadena debido al
mayor numero de interacciones entre el productdly ledrofébico, a pesar de esto los

valores estuvieron por encima del 90%.

Una vez disefiada una metodologia eficiente de aeipardel aroma, y con objeto
de simplificar el proceso y no tener que utilizgerste desecante en el medio de
reaccion se decidié estudiar las cinéticas com yagente desecante para la razén molar
acido aceético:alcohol anisilico 1:3. Se observo @danreaccion fue mas lenta en el
segundo caso, pero se consiguieron conversiond@e$ tras dos horas de operacion.
Visto esto, el protocolo para evaluar la estabdidaperacional del derivado
inmovilizado empleando un sistema de filtracionapda extraccion del aroma y
recuperacion del SLIL-[Gtma][NTf,], que se establecid para llevar a cabo la sintesis
de acetato de anisilo fue; 2 horas bajo irradiaponMW a 4W, enfriamiento de las
muestras durante 2 horas para la posterior exraal aroma mediante sistemas de
microfiltracion y por dltimo, llevar el ILs a vacipara la eliminacion del agua
producida. Los resultados mostraron como la prddocde acetato de anisilo se
mantuvo al 100% durante |0 ciclos. La metodologi@ppesta para llevar a cabo la
sintesis de acetato de anisilo resultd totalmeptdey sostenible y aplicable a nivel

industrial.

Este trabajo permite demostrar nuevamente el cdamp@nto similar a una
esponja hidrofobica de estos ILs basados en cationa largas cadenas alquilicas
laterales deif. [Cigtma] [NTf]) se demuestra claramente. Asi, estos SLILS son
capaces de “empapar” el acetato anisilo como fgealh, y luego esta fragrancia puede
ser “escurrida” por centrifugaciéon de la fase slifstos resultados abundan en esta
nueva estrategia de la quimica verde para pref@gancias “naturales”, utilizando
sustratos obtenidos de fuentes “naturales”, lo gupone un clro avance en las

metodologias/estrategias para el desarrollo deeposcverdes en la industria quimica.
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The general conclusions obtained in tBigctoral Thesiscan be divided in the

following specific conclusions:

1. The hydrophobic ionic liquid [@nim][NTf,] has been described as the first IL
able for dissolving the substrates involved in sdl synthesid,e. vegetable oils and
methanol, resulting a fully clear and monophasguii medium at 60°C. This IL
showed an excellent suitability as reaction mediton biocatalytic synthesis of
biodiesel, obtaining a product yield higher tha¥®&fter only 6 hours. Finally, it was
possible to design a cyclic protocol for reusinghiihie biocatalyst and the IL, in which

biodiesel production remained almost constant foosecutive operating cycles.

2. Having verified all the excellences of f@im][NTf,] IL, it was studied the
effect of the alkyl chain length in the cation ahé hydrophobicity of the anion (i.e.,
[NTf,] [PFs] and [BF]) in different ILs based on 1-alkyl-3-methylimidzimim, for
both the solubility of substrates and products, ted suitability as reaction media for
the biocatalytic synthesis of biodiesel. The ol#dinesults showed that only ILs based
the anion bis(trifluoromethylsulfonyl)imide and hiag alkyl chains of 14 carbon atoms,

or higher, were suitable for enzymatic synthesibiofliesel as monophasic systems.

3. The enzymatic biodiesel synthesis in sg€én be carried out in flow reactors
containing either the commercial immobilized biadgsts (Novozym 435) coated
SLILs, or theC. antarcticalipase B (CALB) immobilized onto polymer resinsviray
covalently attached hydrophobic ILs (SILPs). Thatowous production of biodiesel
was negatively affected by the leaching of the gutve hydrophobic IL for the first
case, and by the "poisoning" of the CALB-SILPs ijgbes by the adsorption of glycerol
by-product for the second case. The presence ofl smounts of the cosolvent t-
butanol into the scCOflow allowed for a continuous production of bicsk in the

CALB-SILPs systems with high operational stability.

4. Hydrophobic ionic liquids based on cations withg alkyl side chains and
hydrophobic anionif. [Cigtma] [NTf]) are solid / liquid temperature switchable
systems, which shows a sponge-like behaviour able dissolving (“soaking”)
hydrophobic solutes as a liquid phase, and then $bparation from the resulting solid
phase after cooling under room temperature ("wrig9i by simple physical techniques
(e.g. centrifugation). This feature allowed us to coire tterm "Sponge-Like lonic
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Liquids" (SLILs) as a new property thereof applieato the development of sustainable

processes of synthesis and / or separation.

5. The SLILs are excellent media for biocatalytigntbesis of esters by
esterification reaction from carboxylic acids angmary alcohols. This quality was
demonstrated by studying the synthesis of 16 terpsters, where yields close to 100%
product were reached, and being preserved theytiatattivity of the enzyme against
reuse. Additionally, SLIL-free products at concatibns up to 0.757 g/mL were easily
obtained by centrifugation ("wringing up") of resng the solid phase after cooling

reaction media.

6. The SLILs were shown as exceptional reactioriegys for the biocatalytic
synthesis of biodiesel by methanolysis of vegetatils (.e. triolein), allowing to
observe high activityif. 100% biodiesel yield after 6 hours of reactiomd dull
preservation of the enzyme activity during operatamd/or storage at 60°Ce 260
day half-life time). The intrinsic features of tleeSLILs allowed us to design a simple
protocol for the biocatalytic synthesis and subsegproducts separation (biodiesel and
glycerol) into different phases, with the completeovery and reuse of the SLIL for

successive processes.

7. The application of microwave irradiation to tHmocatalytic systems
immobilized onto hydrophobic SLILs, or suspendedoirSLILs, constituted a
significant improvement in enzyme activity, whidghwas observed for both DKR and
the synthesis of fragrances by direct esterificatieactions. The use of centrifugal
filters at the product separation step by centafign allowed us to improve the product

extraction yield by "wringing up” of the SLIL.
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Abstract: The synthesis of biodiesel fuel from lipids (vegetable oils and animal fats) has
gained in importance as a possible source of renewable non-fossil energy in an attempt to
reduce our dependence on petroleum-based fuels. The catalytic processes commonly used
for the production of biodiesel fuel present a series of limitations and drawbacks, among
them the high energy consumption required for complex purification operations and
undesirable side reactions. Supercritical fluid (SCF) technologies offer an interesting
alternative to conventional processes for preparing biodiesel. This review highlights the
advances, advantages, drawbacks and new tendencies involved in the use of supercritical
fluids (SCFs) for biodiesel synthesis.
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1. Introduction

The depletion of fossil fuels and increasing ecological awareness has led to a search for alternative
fuels make from renewable sources such as plant biomass. In 1990 during an exhibition in Paris,
a diesel engine was run for the first time for several hours using peanut oil as fuel; however the high
viscosity (10-20 times higher than diesel fuel) and low volatility of vegetable oils hindered the
generalised use of such fuels in combustion engines. Furthermore, the decomposition of glycerol leads
to the formation of the toxic compound acrolein when vegetable oil is combusted in the engine, which
further hampers the direct use of vegetable oils as fuels. Replacing the glycerol by short alkyl chain
alcohols (e.g., methanol or ethanol) has since provided a low viscous and useful fuel for diesel
engine [1].

Mixtures of methyl and/or ethyl esters of fatty acids obtained through transesterification of the
triacylglycerides contained in plant oils are named biodiesel. This biofuel is so far considered as a
good substitute for diesel fuel as it can be used in any compression ignition engine without the need for
modifications. Biodiesel is safe, renewable, non-toxic, biodegradable in water, free in sulfur compounds,
has a high flash point (>130 °C) and better lubricant properties than diesel. Its use fully complies with
the aims and purposes of environmental protection [2]. Biodiesel is usually synthesized through
transesterification (also named alcoholysis) of triacylglycerides with methanol, yielding Fatty Acid
Methyl Esters (FAMEs) and glycerol as by-product. Because of the reversibility of the reaction, an
excess of alcohol is used to shift the equilibrium towards the products side. Three consecutive
transesterification reactions are involved in the full conversion of triacylglyceride molecules to
biodiesel (see Figure 1).

Figure 1. Scheme of the catalyzed transesterification of triglycerides to synthesize biodiesel.
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Catalysis of the transesterification reaction can be roughly divided into two categories, chemical
and enzymatic. Chemical catalyzed transesterification reactions can be carried out by either acid or
base, in homogeneous or heterogeneous phase, and selection of the conditions depends on the
characteristic of the starting triacylglycerides. Basic catalysts are usually preferred to acid catalysts
because they provide better reaction rates, lower temperature requirements, and higher conversion
efficiencies. NaOH and KOH are classical catalysts, although sodium methoxide derived from the
added NaOH is actually the most applied at industrial scale. The protocol involves the dissolution of
the catalyst in methanol by vigorous stirring, and mixing the resulting alcohol/catalyst solution with
the vegetable oil to give two liquid phases (biodiesel and glycerol) with high yields (>90%) after
several hours at 65-90 °C. However, when the free fatty acids (FFAs) content of the triglycerides is
higher than 1-2% w/w, basic catalysts can also produce saponification as a side reaction. In such
cases, acid catalysts (e.g., H,SOy) are used, but of large amounts of alcohol (e.g., a molar excess of
alcohol over the vegetable oil higher up to 10) and the complete removal of free water are required.
Homogeneous catalysts usually give better results than heterogeneous catalysts for biodiesel
production. However, many problems are associated with homogeneous catalysis, such as high energy
consumption, the formation of unwanted soap by-products because of the presence of FFAs, expensive
catalyst separation from the reaction mixture, and specially the generation of large amounts of
wastewater during products separation and cleaning. These are clear breakdown points for the
sustainability of homogeneous basic catalysis, the usual approach applied at industrial scale for
producing biofuel. In contrast, the use of solid acids (e.g., sulfonic acid resins, sulfonic acid-modified
silica, etc.), or solid bases (e.g., BaO, SrO, MgO, KNO3/Al,Os, etc.), as heterogeneous catalysts
permits their easy separation from reaction mixture by simple filtration, enabling recycling [3,4].

Biocatalysts represent a completely different approach. As far as all catalyzed reactions are
concerned, Nature has always been a source of inspiration for chemists. To transfer the exquisite
efficiency shown by enzymes in Nature to chemical processes may well constitute the most
powerful toolbox for developing a clean and sustainable chemical industry. Biodiesel synthesis by
transesterification and/or esterification using immobilized lipase catalysis is applicable to both refined
and raw plant oils, free fatty acids, waste fats from frying, tallow and other waste fats. A small excess
of alcohols (e.g., methanol, ethanol or propanol) provides a high biodiesel yields under mild conditions
(2060 °C) [5]. Low water concentrations in the reaction medium can have a positive impact on
biodiesel production. In the same way, the conversion of free fatty acids (FFAs) can be much higher
than in base catalyzed processes. In this case, both triacylglycerides and FFAs can simultaneously be
converted to biodiesel since lipase efficiently catalyzes both transesterification and esterification.
Finally, upon completion of the transesterification process, the glycerol (lower phase) is simply
separated from the biodiesel (upper phase) and neither product deodorization nor neutralization is
required [6].

Probably, the most intriguing feature in the catalytic synthesis of biodiesel is the phase behaviour of
the reaction system during the transformation process. The starting materials, triacylglycerides and
methanol, are non-miscible, as well as the final products, glycerol and biodiesel (see Figure 1). This
phenomenon leads to the low efficiency of immobilized enzymes and their deactivation due to
poisoning as results of the adsorption of the continuously formed glycerol by-product onto the support.
In this context, both reactor design and reaction medium engineering (e.g., the use of cosolvents,
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different reaction conditions, efc.) are essential approaches to improve the performance of the
heterogeneous (bio)catalysts. However, the most important drawback to apply biocatalysts in biodiesel
synthetic processes is the high cost of enzymes, making necessary to develop stable and reusable
biocatalytic systems for extended operation times [5—7].

Several strategies have been developed to overcome these constraints. One example is the
sequential addition of methanol in three different doses [8], or its storage by adsorption onto silica gel
particles, acting as “microreservoirs” that slowly release the alcohol needed for the transesterification
process. In this way, up to 90% biodiesel yield, together with improved catalyst recycling was obtained
after 18 h of reaction [9]. Alternative approaches for enzyme immobilization (e.g., encapsulation by
sol-gel methods [10], covalent attachment onto magnetic nanoparticles [11], etc.) have also been
described as improving the biocatalytic efficiency of biodiesel synthesis. Enzyme efficiency (up to
97% yield after 24 h at 50 °C) is also improved by dissolution of the substrates in an organic solvent of
medium polarity (e.g., tert-butanol), resulting in a one-phase reaction medium and avoiding the direct
interaction between the enzyme and pure methanol [12].

Despite being key elements in all chemical processes (e.g., mass-transport, reactions, product
separation, efc.), volatile organic solvents are also responsible for a not incosiderable part of the
environmental impact of the chemical industry. The search for new environmentally benign non-aqueous
solvents, or green solvents, which can easily be recovered/recycled, allowing (bio)catalysts to operate
efficiently, is a priority for the development of an integral green process of biodiesel synthesis. In this
frame, both supercritical fluids (SCFs) and/or ionic liquids, as non-aqueous green solvents, are key
targets on the current scientific agenda for biodiesel synthesis. Greenness in chemical processes also
concerns the catalysts used, where lipases clearly constitute a powerful green tool for biodiesel
synthesis [13]. Consequently, this critical review aims to analyze recent trends and progress in
biodiesel synthesis using (bio)catalytic and non-catalytic SCFs technology, with special attention paid
to the challenges if a fully clean technology is to be developed for biodiesel production in the near future.

2. Superecritical Fluids Technology: Challenges and Limitations

A supercritical fluid (SCF) is a compound, mixture, or element above its critical pressure (Pc) and
critical temperature (7c), but below the pressure required to condense into a solid [14]. Under such
conditions, the densities of both liquid and gas phases become identical, and the distinction between
them disappears. The properties of SCFs are frequently described as being intermediate between those
of a gas and a liquid. The possibility to manipulate the physical properties of these solvents by simply
changing the pressure or temperature is unique to supercritical systems, which show exceptional
abilities for extraction, reaction, fractionation and analysis processes. They also determine their
environmentally benign character because of the easy way in which they can be fully recovered and
reused. However, the key feature of SCFs is their tunability as solvents in response to changes in
pressure and temperature, particularly remarkable in the vicinity of the critical point [15]. Table 1
shows the critical parameters of some common fluids used in supercritical conditions. The density of
SCFs is highly sensitive to both temperature and pressure; hence, all their density-dependent solvent
properties (e.g., dielectric constant, relative permittivity, Hildebrand solubility parameter, etc.) may be
substantially modified by small changes in pressure or temperature. This provides a potential for

182



Molecules 2012, 17 8700

controlling (bio)catalyzed reactions by precipitation of a given product, or purification by the selective

precipitation of the products.

Table 1. Fluids used in near-critical or supercritical conditions for (bio)catalysis and their
critical parameters [14].

Fluid T, (°C) P.(MPa) Density (g/L)
Methane (CHy) —82.6 4.60 162
Fluoroform (CHF3;) 26.2 4.85 516
Carbon dioxide (CO,) 31.3 7.29 469
Ethane (C,Hg) 323 4.88 203
Sufur hexafluoride (SFe) 45.5 3.77 755
Propane (C;Hs) 96.7 4.25 217
Butane (C4H() 152.0 3.75 230
Methanol (CH40) 239.6 8.09 272
Ethanol (C,HcO) 240.9 6.14 276
Acetone (C5H(O) 235.1 4.70 278
Water (H,O) 374.3 22.12 348

Several criteria must be considered before selecting a given SCF as medium for a (bio)catalyzed
reaction, including the critical parameters themselves, safety and cost issues. Supercritical carbon
dioxide (scCO,) is the most popular SCF because of its relatively low critical parameters, low toxicity
and non-flammability; furthermore, it is chemically inert under most conditions, has good solvent
properties for non-polar solutes, and is considered as a green solvent. Carbon dioxide is clearly a
“greenhouse gas”; however, it is massively produced as a by-product at industrial scale (e.g., in
ammonia plants), and it is therefore cheap. Furthermore, at atmospheric pressure, CO; is gaseous,
which means that simple depressurization is sufficient to separate solutes from scCO,, after which it
can be pressurized for reuse as a solvent. The solvent power of scCO, can be modified by increasing
the bulk density or by adding a modifier (e.g., MeOH, acetone). Co-solvents can therefore be used to
increase or reduce polarity, or to enhance the affinity for aromatic substances, although of course, the
more co-solvent that is added, the further scCO, moves from being a truly green solvent. The main
limitation for industrial application of SCFs is related with the cost of high-pressure equipment [15].

The high catalytic efficiency of porous chemical catalysts (e.g., zeolites) in SCFs has been widely
reported, especially when their active sites are placed within the internal structure of the catalyst.
In that case, the high mass transfer of reactants within a catalyst’s porous structure is particularly
important for increasing catalysis rates [16]. Additionally, many of the reports on SCFs catalysis
mention that catalyst lifetime can be prolonged by eliminating undesired poisoning substances. As an
example, the alkylation of benzene with ethene on Y-type zeolites (250-285 °C, 7-8 MPa) in scCO,
revealed a much lower catalyst deactivation, higher reaction rates, and higher selectivity. The
reduction of catalyst deactivation was attributed to the removal of polyaromatics, considered to be
precursors of coke, from the surface of the zeolites by increased solubility and diffusion rates.
Extending catalyst lifetimes using SCF carbon dioxide reaction media, apart from the convenience of
keeping the catalytic system running longer, also provides other potentially important economic
benefits [16]. For example, due to its low viscosity and high diffusivity, scCO, affords an effective and
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continuous cleaning within the porous catalyst structures. This good performance of heterogeneous
chemical catalysts under supercritical conditions has been observed in many catalytic reactions, e.g.,
Fisher-Tropsh, hydroformylation, hydrogenation, Heck, Suzuki, oxidations and alkylations, even
including continuous operation [17].

As regards biocatalysis, proteins are noticeably insoluble in all SCFs, allowing easy recovery and
reuse, while the gas-like diffusivity and low viscosity of SCFs enhance reactant mass-transport rates to
the active site of enzymes [18]. Lipases and esterases in scCO, are the most widely studied systems,
due to the catalytic promiscuity of these enzymes towards hydrophobic substrates and the ability of
this SCF to dissolve and transport hydrophobic compounds [19]. The synthesis of aliphatic esters of
different alkyl chain lengths by esterification and/or transesterification (e.g., by alcoholysis, acidolysis
or inter-esterification) is a common approach to the production of terpenic flavour compounds (e.g.,
geranyl acetate) [20], and the valorisation of oils and fats (e.g., enrichment of acylglycerols with
polyunsaturated fatty acids [21]). Currently, the use of lipases for the asymmetric synthesis of esters is
one of the most important tools for organic chemists, whereby the combination of the unique
properties of scCO, with the catalytic excellence of lipases allows the kinetic resolution (KR) or
(dynamic) kinetic resolution (DKR) of a large number of racemates (e.g., 1-phenylethanol [22],
glycidol [23], etc.). However, it must be taken into account that CO, cannot be considered completely
inert with regards to its interaction with proteins. The CO, forms carbamates with g-amino groups of
lysine residues placed on the enzyme surface, and lowers the pH of the aqueous layer around the
enzyme, which can result in a significant decrease in the enzyme activity [24,25].

Figure 2. (A) High-pressure packed bed enzyme-reactor with recirculation, equipped with
high pressure pump (HPP), separators (S), heaters (H), pressure (P) and temperature
control (T), and flowmeter (F) for Lipozyme®-catalyzed ethyl oleate synthesis in
scCO; [26]; (B) High-pressure enzymatic membrane reactor with recirculation (B) for

biotransformations in scCO; [27].
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The appropriate design of SCF (bio)reactors involves controlling mass-transfer limitations,
environmental conditions (pressure and temperature) and product recovery. For example,
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Marty et al. [26] developed a recycling packed bed enzyme reactor at pilot scale for
Lipozyme®-catalyzed ethyl oleate synthesis through oleic acid esterification with ethanol in scCO; [see
Figure 2(A)]. The proposed system assembled four high-pressure separator vessels, where a pressure
cascade was produced by back-pressure valves, allowing a continuous recovery of the liquid product at
the bottom of each separator, and then the recycling of the non-reacted substrates. Alternatively,
membrane reactors constitute an attempt to integrate catalytic conversion, product separation and/or
concentration and catalyst recovery into a single operation unit. Thus, enzymatic dynamic membranes,
formed by depositing water-soluble polymers (e.g., gelatine, polyethyleneimine, etc.) on a ceramic
porous support, exhibited appropriate properties for continuous butyl butyrate synthesis in scCO,,
along with a high operational stability [27,28].

The most important environmental factors affecting (bio)catalyst performance in SCFs are pressure,
temperature and water content. Indeed, these parameters influence all mass-transfer phenomena and
(bio)catalyst activity by changing the rate-limiting steps or modulating their selectivity [29,30]. As an
example, the catalytic activity of immobilized lipase for butyl butyrate synthesis was exponentially
increased by the drop in scCO, density accompanying different combinations of pressure and
temperature [27]. In the same context, for the pressure range of 7.7 to 8.5 MPa, the changes in the
conformation of lipase resulted in an increased rate of esterification reactions. Thus, Dhake et al.
obtained good yields (up to 99%) for the enzymatic synthesis of several citronellyl esters at 45 °C and
8.0 MPa [31]. Temperature influences enzyme activity much more than pressure not only due to the
usual increment in reaction rates at higher temperatures, but also because of enzyme thermodeactivation
processes. The optimal temperature of enzymatic processes in SCFs is related with pressure as both
control solvent properties [29]. Water concentration also greatly influences enzyme activity because
proteins require a specific amount of bound water molecules to be active. When the water content is
too high or if the water is a product of the reaction in the supercritical medium, the resulting increased
humidity may lead to enzyme deactivation. Thus, the actual amount of water needed is specific to each
SCF-substrate-enzyme system, and must be maintained constant throughout the process [32].

However, all the unique properties of scCO; in its role as green solvent to extract, dissolve and
transport chemicals are tarnished by its denaturative effect on enzymes. Several approaches have been
developed to protect enzymes against these adverse effects of scCO,, including covalent attachment on
supports coated with hydrophilic polymers, the entrapment of enzymes in silica-aerogels, and the use
of cross-linking enzyme aggregates. In spite of the advantages obtained with all these stabilization
approaches, the best results for enzyme-catalyzed reactions in scCO, were observed when the
biocatalyst was applied in suspension or coated with other green solvents, such as ionic liquids, as
described below [19].

There are additional challenges and/or weakness that need to be addressed before SCFs technology
can play a major role in industrial applications. Those include its cost, energy consumption, and safety
issues in the operation process. The SCFs technology requires expensive equipments, such as strong
durable reactors, high pressure pumps, efficient control devices, efc., and the costs involved in
operation and maintenance are also higher than those of conventional processes. Furthermore, the
energy consumption to reach supercritical conditions is dependent of the nature of the solvent in
question (see Table 1 for critical parameters), and this may be unsustainable for long term industrial
application. An example is the biodiesel synthesis by non-catalytic supercritical alcohol technology
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requiring temperatures up to 200 °C (the critical temperature of methanol is 239 °C). Thus, we must
bear in mind that the energy utilized in the manufacturing process should be not exceed the energy
provided by this biofuel [33]. Regarding the safety of SCFs processes, they are usually labelled as high
risk processes because of the combination of high pressures and temperatures. The SCFs technology
for the industrial production of biodiesel could be improved by the design of small reactors with
enhanced catalytic efficiency, which, in combination with continuous operation approaches, may help
offset the described weaknesses.

3. Non-catalytic Biodiesel Synthesis by Supercritical Fluid Technology
3.1. General Considerations

Product separation and isolation along with catalyst recovery are by far the most energy intensive
steps in biodiesel production and, therefore, the most economically unfavorable. Supercritical fluid
technology may provide some advantages, facilitating these separation and isolation processes. The
use of a supercritical fluid phase as solvent/reagent for biodiesel synthesis seems, accordingly, a
straightforward approach. Taking into account that the nature of the solvent is controlled by the
pressure and temperature, the formation of a single phase between the reagents and the triglycerides
can be induced. Although high pressures (>5 MPa) and temperatures (>200 °C) are needed to reach a
homogeneous phase, the transesterification reaction kinetics is favoured under these harsh conditions.
Indeed, the reaction can proceed in the absence of any catalyst, leading to non-catalytic biodiesel
synthesis. Furthermore, the downstream isolation of the biodiesel from glycerol is simpler since many
discrete operations such as catalyst neutralization and separation are not required, leading to products
of higher purity, which is also important from a economic point of view. Thus, SCFs technology, even
though it requires the use of high temperatures and pressures, may provide distinct advantages in
comparison over conventional technologies. For instance, in the conventional alkali-catalyzed method,
the final glycerol phase contains methanol, water, alkaline catalyst and soap. Thus, the selling price
value of this crude glycerol is extremely low compared with the purified glycerol commonly used in
food and pharmaceutical products [34].

The thermal stability of fatty acid methyl esters and biodiesel prepared by non-catalytic SCFs
methods and obtained from various plant oils has been studied over a wide range of high temperatures
(270430 °C) and pressures (17-56 MPa) in order to evaluate the effect of the harsh experimental
conditions on the biodiesel fuel quality [35,36]. It was found that although all fatty acid methyl esters,
including the poly-unsaturated ones, are stable at low temperatures and pressures, but they partially
decomposed with isomerization from cis-olefin to frans-olefin at high pressure and temperature. From
these results, it was suggested that, for high-quality biodiesel production, the reaction temperatures in
SCFs processes should be maintained below 300 °C, preferably at 270 °C for supercritical methanol
(scMeOH), and lower than 360 °C for supercritical methyl acetate (scMeOAc) with a supercritical
pressure higher than 8.09 MPa (see Figure 3). Besides, higher temperatures increase energy
consumption and thus operating costs. However, it has been suggested that by selecting the adequate
experimental conditions, processing could use less energy than the conventional method. Justification
for this claim was based on the absence of the need for catalyst addition and energy intensive
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purification operations (distillation), making this technology economically competitive with the
conventional ones [37]. As regards reactor design, although batch biodiesel production is favoured
over continuous processes in many research laboratories and in large scale operations, continuous
operation is expected to gain wider acceptance, considering their added advantages that include a
higher production capacity and lower operating costs to ensure the long term supply of biodiesel.
Additionally, key parameters such as oil concentration in the supercritical phase, and the density of the
mixture (depending on temperature, pressure and composition) can be easily controlled and optimized
under flow conditions [38—41].

Figure 3. Non-catalytic one-step process for biodiesel synthesis using supercritical
dimethyl carbonate. Reaction equations.
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Alcohols are the most obvious choice for the development of non-catalytic biodiesel synthesis by
transesterification reactions in SCFs [42]. Both ethanol and, especially, methanol, have been reported
as supercritical fluids for biodiesel synthesis [43,44], although other fluids in supercritical conditions
(e.g., dimethyl carbonate, methyl acetate) have also been evaluated [45].

3.2. Single Step SCF's Processes for Non-catalytic Biodiesel Synthesis
3.2.1. Supercritical Alcohol

Supercritical methanol (scMeOH), whose critical parameters are T, = 239.4 °C, P, = 8.1 MPa, and
p. = 0.276 g-cm °, was one of the first SCFs evaluated for the production of biodiesel [46]. In light of
the promising results obtained with supercritical alcohols, many researchers have studied the effects of
various reactions parameters on FAMEs yield. As mentioned, using SCFs it is possible the tuning and
control of the solvent polarity through the adjustment of temperature (T) and pressure (P). Indeed, the
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dielectric constant (&) of methanol decreases from 34 to 5 upon isobaric heating from 25 to 260 °C at
20 MPa [47]. The hydrogen bond network existing in liquid methanol is broken under SC conditions,
leading to a fluid in which only small oligomers exist [48,49]. Reduction of the polarity and the
hydrogen bonding can facilitate a much stronger direct nucleophilic attack by the methanol on the
carbonyl carbon rendering a catalyst unnecessary. Furthermore, reduced dielectric constant may even
lead to a single oil/alcohol phase, increasing the reaction rate [50]. These facts explain the differences
observed when the reaction is performed either under sub-critical or supercritical conditions since the
reaction kinetics is highly dependent on the homogeneity of the reaction mixture. It seems that
operating under supercritical conditions enhances the rate of reaction [51]. The solubility of reactants
and transesterification products (homogeneous or heterogeneous) in the alcohol under various
pressure-temperature-molar fraction (P-T-x) conditions is a keystone for rapid and complete
tranesterification reactions [42]. Liquid-vapor-SC phase transitions for the binary/ternary systems
(soybean oil and alcohol at different oil:ethanol molar ratio) were studied by Anitescu ef al using a
view cell attached to the outlet of the reactor, which was heated from 26 °C to 400 °C at constant
volume/density [52]. With two liquid phases in ambient conditions, the system showed increasing
homogeneity with increasing temperature and pressure until a single SC phase was reached. Under
these conditions, the conversion of triglyceride to FAMEs was very rapid compared to that observed
under subcritical conditions [53,54]. The reaction in continuous flow conditions yields above 98%
conversion, with a single clear phase at moderate pressures (10-20 MPa), high temperatures
(375400 °C), low methanol ratios (3:1-6:1) and short reaction times (<3 min). These results are in
contrast with those reported by Brignole and co-workers, who observed that high conversion can be
obtained, in most cases, even when operating in the two-phase region [55]. In this case, the oil
transesterification could mainly occur in the light supercritical phase, where the oil and the
monoglycerides and diglycerides are partially soluble and the concentration of methanol is high.
Moreover, the light-phase transport properties favour a higher reaction rate. The increased methanol/oil
ratio leads to a homogeneous supercritical phase by increasing the system temperature while working
at moderate pressures of 10—15 MPa, since an increase in the methanol/oil ratio decreases the critical
temperature of the system [56,57]. Although a high methanol ratio favours the formation of a
homogeneous supercritical phase while also driving the reaction to completion, it also increases costs
and energy consumption. The addition of a co-solvent such as propane or CO, decreases the critical
point of the mixture, allowing the reduction of both temperature and the oil/alcohol ratio [58—61].

An additional advantage of the use of supercritical alcohols in biodiesel synthesis is the high
tolerance towards possible feedstock contaminants, mainly FFAs and water. In supercritical alcohols,
esterification of the FFAs to the corresponding fatty acid alkyl esters takes place simultaneously to oil
transesterification, yielding higher amounts of biodiesel. Thus, low cost feedstock, usually containing
high portions of FFA/oil, can be used in the process without any additional pretreatment. As regards
the water content, transesterification reactions catalyzed under acid or alkaline conditions are highly
sensitive to the presence of water as hydrolysis of the corresponding esters are favoured in the
presence of water. In contrast, the non-catalytic supercritical process can be performed even with a
high water contents [62].
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3.2.2. Supercritical Dimethyl Carbonate (scDMC)

It has recently been demonstrated that biodiesel can be produced from triglycerides and dimethyl
carbonate instead of methanol, in a non-catalytic process by using supercritical dimethyl carbonate
(T, =274.9 °C, p. = 4.6 MPa) [63—65]. In this way, triglycerides as well as fatty acids are successfully
converted to fatty acid methyl esters (FAMEs). Besides, with this methodology another valuable
compound, glycerol carbonate, is obtained as a secondary product, instead of the undesirable glycerol,
and a weak acid, such as citramalic acid, as the main by-product (see Figure 3). Glycerol carbonate
has a higher commercial value compared than glycerol and has a greater potential for industrial
application [66]. Hence, this methodology could have a large impact on biodiesel economics as
two high added value products are produced in a single-step reaction, leading to increases cost
effectiveness, even if high temperatures and pressures are required. The FAMEs produced by this
method are obtained at higher yields than with supercritical methanol, and satisfy the international
standards for use as biodiesel fuel. For instance, up to a 97.4 wt% yield can be obtained for the scDMC
method at 300 °C, 20 MPa, 20 min and a 42:1 molar ratio of dimethyl carbonate to oil [67]. The
properties of the biodiesel produced by this method have been evaluated according to different
international standards. Overall, the FAMEs from the scDMC method satisfied all the requirements for
international biodiesel standards except the specification regarding oxidation stability, which is an
important parameter for preventing deterioration. However, this problem could be diminished by the
addition of an antioxidant or by using oils containing lower levels of unsaturated fatty acids [68].

3.2.3. Supercritical Carboxylate Esters

In order to prevent the production of glycerol as a by-product, a process was designed using methyl
acetate instead of methanol under supercritical conditions [69]. The supercritical methyl acetate
(scMeOAc) non-catalytic method converts triglycerides into fatty acid methyl esters (FAMEs) and
triacetin, instead of glycerol. Furthermore, it has been discovered that there were no adverse effects on
the main fuel characteristics when the molar ratio of methyl oleate to triacetin was 3:1, which
corresponds to the theoretically derived mole ratio from the trans-esterification reaction of rapeseed oil
with methyl acetate (see Figure 4). Moreover, the addition of triacetin to methyl oleate improved the
pour point (defined as the lowest temperature at which a fuel product will begin to flow), and triacetin
has a high oxidation stability. Therefore, by defining biodiesel fuel as a mixture of methyl oleate and
triacetin, the supercritical methyl acetate can lead to an improved yield (105%) of biodiesel fuel
compared with the conventional process. However, this value is lower than the maximum recovery
expected (125% yield) because of the breakdown at the required high temperatures of some unsaturated
fatty acid methyl esters. Despite this, the scMeOAc method not only improves the quality of the
biodiesel fuel but also minimizes the separation and purification steps, and therefore the energy
required. Saka ef al. [70] have used various supercritical carboxylate esters to convert triglycerides into
FAMESs and triacetin in the absence of any catalyst. The highest product yield was obtained with
supercritical methyl acetate, 97.7 wt% considering a mixture of both FAMEs and triacetin as biodiesel
fuel. The lower reactivity shown by other carboxylate esters seems to be related to the length of alkyl
chains in the esters, e.g., the longer alkyl chains in both alcohol and acyl moieties of carboxylate esters
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provides the lowest product yields [71]. Banchero and co-workers [72] demonstrated that supercritical
methyl acetate can be successfully used in the transesterification process of different vegetable oils to
obtain biodiesel fuel. The process was suitable for edible, non-edible or waste oils, regardless of the
FFA content which usually affects the conventional transesterification process at atmospheric pressure.
All the examined oils reached complete conversion after 50 min at 345 °C, 20 MPa and with a methyl
acetate:oil molar ratio of 42:1.

Figure 4. Biodiesel fuel synthesis using supercritical methyl acetate (scMeOAc). Reaction equations.
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3.3. Two-step SCF's Process for Non-Catalytic Biodiesel Synthesis

An alternative non-catalytic process in supercritical fluids for the synthesis of biodiesel fuel consists
in a two steps process. In this method, triglycerides are firstly hydrolyzed to FFAs, which, in a second
consecutive step, are esterified to the corresponding esters.

The first example developed according to this concept is known as the “Saka-Dadan” SCF method.
In the first step the unique properties of scH,O are exploited. It is well known that the dielectric
constant of water decreases from € = 80 at standard T and P to € = 31 at 225 °C, P = 10.0 MPa, and
finally to € = 6 at the critical point, 7c = 374.15 °C, Pc = 22.1 MPa, due to the steady decrease in the
effectiveness of the hydrogen bonds with increasing temperature [73]. Thus, the reduction of the
dielectric constant with increasing temperature promotes the miscibility between water and the oil,
favouring a hydrolysis process. Furthermore, at a constant pressure of 25 MPa, the ionic product of
water increases with temperature until it reaches a maximum (10'") at 250 °C. This allows acid- and
base-catalysed reactions to be performed in high temperature pressurized water with no catalyst.
Hence, scH>O is used as both the solvent and the catalyst for the hydrolysis step at 270 °C, 7 MPa and
a volumetric water/triglyceride ratio of 1:1 [74]. These conditions are milder than those reported for
the original one step in scMeOH (350 °C and 20-50 MPa), thus reducing the energy consumption.
After hydrolysis, two layers are formed, the upper portion containing fatty acids and the lower portion
water with glycerol. In a second step, FAMEs are produced in supercritical methanol after 20 min at
270 °C and 7 MPa (see Figure 5).
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Figure 5. Biodiesel synthesis by the Saka-Dadan two-step supercritical method [74].
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Alternatively, a two-step supercritical dimethyl carbonate method, named the “Saka and Ilham
Process” has been proposed. This consists of the hydrolysis of triglycerides to fatty acids in subcritical
water (270 °C and 27 MPa) followed in a second step by the esterification of fatty acids to FAME in
supercritical dimethyl carbonate (300 °C and 9 MPa) [65]. Various parameters affecting the yield of
fatty acids and FAMEs have been studied and a production scheme has been proposed. The
supercritical dimethyl carbonate method is applicable to oils with a high free fatty acid contents such
as Jatropha curcas oil, with 13.6 wt% free fatty acids. The glycerol produced in the first step was
valorized in the second step, obtaining glycerol carbonate in supercritical dimethyl carbonate
(280-300 °C and 9—-12 MPa) without any catalyst [75]. The glycerol showed higher rate of conversion
to glycerol carbonate due to its high purity. This glycerol conversion process was coupled with
hydrolyzed fatty acids conversion into FAMEs to establish the two-step supercritical dimethyl
carbonate method (Saka and Ilham Process). The non-catalytic two-step supercritical dimethyl
carbonate method is a good process to produce high yields of FAMEs, even from oils with high levels
of unsaturated fatty acids, together with a value added by-product, glycerol carbonate, under non-
acidic and mild reaction conditions [68].

The same group has also reported a “two-step” process, in which first step is a transesterification of
the oil to triacetin carried out in either subcritical or supercritical acetic acid, followed by supercritical
methanol treatment. A transesterification reaction occurs between acetic acid and the triglycerides
under subcritical conditions without the addition of catalysts. It was clear that fatty acids and triacetin
could be obtained at high yields (see Figure 6). The reaction rate in acetic acid was much higher than
when either methyl acetate or methanol was used in the transesterification step. The yield of triacetin
recovery from subcritical acetic acid treatment by aqueous washing was 64%. On the other hand, when
the oil phase from the previous treatment containing fatty acids was supplied to the supercritical
methanol process at 270 °C and 17 MPa for 15 min, a 97 wt% yield of FAMEs was obtained. The
recovery rate of biodiesel fuel from this process was 117wt%, a higher value than that obtained by
conventional biodiesel fuel manufacturing processes, which produce glycerol as a by-product.
This recovery rate is also higher than for the recently reported supercritical methyl acetate method
(Saka and Isayama method) [76].
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Figure 6. Biodiesel synthesis by the two-step supercritical approach. Reaction equations [76].
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4. Biocatalytic Synthesis of Biodiesel in Supercritical Fluids

The use of dense gases, mainly scCO; or propane, as alternatives to organic solvents, to provide
efficient reaction media for the enzymatic synthesis of biodiesel might be considered as the cleanest
approach. As indicated before, the non-miscibility between triacylglycerides and methanol starting
substrates, and glycerol and biodiesel final products, is rate-limiting because of the low efficiency in
mass-transfer phenomena during the process, as well as the loss of activity of the biocatalyst through
direct contact with methanol and glycerol. SFCs have shown to be suitable systems to overcome these
drawbacks following the appropriate design of both reactor and reaction conditions.

Investigation of the phase behaviour of the reaction system is important for better understanding the
enzymatic synthesis of biodiesel in supercritical fluids. Pressure and temperature can affect the
reaction rate by affecting the partitioning of the reaction components between the two phases, leading
to poor conversions at the enzyme surface. Thus, Ciftci ef al. studied the phase behaviour of corn
oil-methanol-CO, mixtures as a function of pressure by using a phase equilibrium cell equipped with a
sapphire window [77]. Visual observation of the phase behaviour of the reaction mixture upon
pressurization at 55 °C showed that the immiscible biphasic liquid phase, consisting of corn oil and
methanol, approached a single liquid phase at pressures above the critical pressure of CO, and also
expanded through the dissolution of CO,. However, as a single homogeneous phase was not fully
formed at the pressure levels investigated in this study (11.0, 20.0 and 35.0 MPa), authors consider
reaction mixture as a two phase (lower single liquid phase and upper CO; phase) system. Other authors
studied the solubility of olive husk oil in scCO, (40-80 °C, 15.0-35.0 MPa), and the influence of
methanol and ethanol (1-5% v/v) as cosolvents, by using a dynamic flow method. It was observed how
the solubility of the triglyceride increased moderately when increasing the CO, pressure at constant
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temperature, but doubled when 5% (v/v) of cosolvents was added [78]. The phase behaviour of the
CO,-biodiesel system in the presence of cosolvents (e.g., methanol [79], ethanol [80], etc.) has also
been studied, leading to the observation that the addition of alcohol improves their miscibility.

The design of the supercritical reactor used has been seen to be key element for the efficiency of the
(bio)catalytic synthesis of biodiesel. Both continuous and discontinuous reactors have been assayed
using several types of immobilized lipases as biocatalysts, and optimized reaction conditions (pressure,
temperature, cosolvents, stirring, efc.) and yields near to 100% biodiesel have been achieved. As an
example of the use of discontinuous reactors, Lee et al. [81,82] carried out biodiesel synthesis in
scCO; using a mixture of vegetable oil and methanol (1:4 molar ratio) and a mixture of immobilized of
Candida rugosa and Rhizopus oryzae lipases, as biocatalysts. In these studies, various factors, such as
temperature, pressure, stirring speed, and the concentration of immobilized enzymes were investigated,
resulting in optimal conditions for biodiesel production (100% yield at 2 h) under the following
conditions: 13.0 MPa pressure, 45 °C temperature, 250 rpm stirring speed, and 20% (w/w) immobilized
enzyme. Furthermore, an optimized stepwise addition of methanol allowed for the maintenance of
immobilized lipase activity and the recycling of the immobilized biocatalysts. The yield of these
stepwise reactions was still 85% after 20 reuses.

The usual advantages of continuous processes are even more evident in the case of the enzymatic
synthesis of biodiesel because products are directly separated, and the methanol concentration has a
low impact on the enzyme deactivation [13,17]. Jackson et al. [83] were pioneers in the applicability of
scCO; in the continuous enzymatic synthesis of biodiesel from soybean and corn oils with reaction
conversions above 98% at 1 mL/min CO, flow rate, followed by complete fractionation of the reaction
mixture. In order to improve the efficiency of the continuous process for biodiesel synthesis in scCO;
using immobilized enzymes as catalysts, several authors described how the appropriate design of the
continuous reactor may provide operational advantages (e.g., efficient mixture of substrates,
continuous separation of products, enhanced operational stability of enzymes, efc.) [77].

Barreiros and co-workers [84] implemented a continuous process for biodiesel production in
supercritical carbon dioxide by using virgin sunflower oil and methanol as substrates, which were
incorporated in the reactor using a static mixer with 27 elements (See Figure 7). The application of
Lipozyme TL IM as biocatalyst led to FAMEs yields that exceeded 98% at 20.0 MPa and 40 °C, for a
residence time of 20 s and an oil to methanol molar ratio of 1:24. Even for moderate reaction
conversions, a fractionation stage based on two high pressure cyclone separators provided FAMEs of
up to 96% purity. In the same context, Dalla Rosa ef al [85] reported the continuous production of fatty
acid ethyl esters from soybean oil in compressed carbon dioxide, propane and n-butane, using
immobilized Novozym 435 as the catalyst. The experiments were performed in a packed-bed
bioreactor. An evaluation of the effects of pressure and temperature in the range of 5.0 to 15.0 MPa
and 30-70 °C, respectively, as well as the oil to ethanol molar ratio (from 1:6 to 1:18) and solvent to
substrates mass ratio (from 4:1 to 10:1) was carried out. The best results (up to 98% yield) were
obtained for lipase-catalyzed alcoholysis in a continuous tubular reactor using compressed propane
(70 °C, 6.0 MPa), which it is suggested as another potential route to biodiesel production. The similar
dielectric constants of compressed propane and carbon dioxide, together with the higher pressure phase
transition values generally found in systems formed by carbon dioxide and high molecular weight
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compounds (e.g., triglycerides)lead weight to the belief that propane may also be suitable as reaction
medium for enzyme-catalyzed bioconversions [29,86].

Figure 7. Set-up of the continuous enzymatic reactor for biodiesel synthesis [84].
T: temperature indicator; P: pressure indicator; V: valve; BPR: Back-pressure regulator;
CS: cyclone separator; F: Flow.
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Biphasic systems based on ILs and scCO; have recently been used for the enzymatic synthesis of
biodiesel [87]. For example, a continuous enzymatic reactor, based on supported biocatalyst particles
coated with hydrophobic ILs having imidazolium cations with C;,-C;g alkyl side chains was studied
for the methanolysis of triolein in scCO;, at 60 °C and 18.0 MPa. The operational stability of the
immobilized lipase was improved by its coating with the ILs, i.e., 1-methyl-3-octadecylimidazolium
hexafluorophosphate. A final two-phase system was obtained, revealing a good catalytic behaviour in
continuous operation under supercritical conditions, with up to 82% biodiesel yield after 12 cycles of
4 h. For these IL/scCO, systems, the unique properties of long chain ILs, providing a very appropriate
microenvironment for enzyme-catalyzed reactions, led to a clear improvement in the efficiency for the
biotransformation of vegetable oils into biodiesel.

However, the full miscibility of these hydrophobic ILs with both the triolein substrate and the
methyl oleate product was related with the continuous activity decay observed for long term operation
cycles. Thus, an excess in the triolein inlet flow or the continuous release of biodiesel product from the
enzyme particle to the scCO, flow may dissolve the protective IL shell, enhancing continuous enzyme
deactivation. Similarly, the low efficiency of the hydrophobic scCO, phase in transporting the
hydrophilic by-product glycerol could led to its retention in the closest enzyme microenvironment and
to the continuous biocatalyst poisoning, preventing the entry of new triolein substrate molecules.
Different experimental approaches to efficiently desorb glycerol from the catalytic matrix in biodiesel
synthetic processes under supercritical conditions have been proposed. Desorption was carried out
using absolute ethanol under atmospheric conditions at different mass flows (10-30 g/min) or using
ethanol-modified supercritical CO, (1:3 molar ratio of ethanol:CO,), under a pressure of 14.0 MPa,
within a temperature range of 106—134 °C and with mass flow rates of 634 g/min. The results showed
that ethanol is an efficient solvent for this process and that the supercritical desorption is much faster
than conventional desorption processes [88].
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The development of solid supports with a covalently attached IL phase is a further step towards
reducing the amount of ILs used in catalytic processes in scCO,, providing permanent protection of the
enzymes against the adverse effect of this SCF. Through this approach, the properties of ILs are
transferred to the solid phase, leading to either particle- or monolithic-Supported Ionic Liquid-Like
Phases (SILLPs) [89]. This kind of material with tunable properties can be prepared on demand and
they have been shown to efficiently immobilize a variety of catalysts. Indeed, the microenvironment
provided by these “solid ionic liquid phases” can be modified by the modulation of the different design
vectors of SILLPs [90]. Bioreactors based on Candida antarctica lipase B (CALB) adsorbed onto
SILLPs have been successfully applied as macroporous monolithic mini-flow systems for the
continuous synthesis of citronellyl propionate in scCO, [91], as well as the KR and DKR of
rac-1-phenyhlethanol [92], showing in both cases good enzymatic activity and operational stability.

Figure 8. Set-up of a continuous reactor containing immobilized lipase onto Supported
Ionic Liquid-Like Phases (SILLPs) for biodiesel synthesis by methanolysis of triolein [93].
T, Temperature indicator; P, pressure indicator; V, valve; BPR, Back-pressure regulator.
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In this context, the use of different nano-structured supports, based on different 1-decyl-2-
methylimidazolium cations covalently attached onto a polystyrene-divinylbenzene (PS-DVB) porous
matrix as carriers to immobilize Candida antarctica lipase B (CALB), was recently reported (see
Figure 8) [93]. The suitability of these immobilized lipase derivatives to carry out the synthesis of
biodiesel (methyl oleate) through methanolysis of triolein has been tested in both ters-butanol and
supercritical carbon dioxide (18.0 MPa, 45 °C) as reaction media. The use of modified supports with
low ionic liquid loads covalently attached to the main polymeric backbone chains provided structured
materials that led to high biodiesel yields (up to 95%) and operational stability (85% biodiesel yield
after 45 cycles of 84 h) in scCO, (45 °C, 18.0 MPa). The presence of tert-butanol, as an inert
co-solvent, in the scCO, phase at the same concentration as triolein was the key to avoid the
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continuous poisoning of the biocatalyst through the blocking of its active sites by the polar by-product
(glycerol) produced in the biodiesel synthesis. These results clearly illustrate the potential of SILLP-
supported biocatalysts for the production of biodiesel, which can be obtained by means of a fully green
technology under continuous operation.

5. Future Trends

In this review, we have highlighted the enormous potential of applying supercritical fluid technologies
to design processes of biodiesel fuel production. However, as for any emerging technology, it also
presents some weaknesses. These are challenging and should be solved before the industrial
implementation of such methodologies. Our future efforts should move forward to simpler, cost-
effective and “greener” SCFs processes, leading to high yields of a quality biodiesel fuel. To achieve
this goal, new non-edible potential sources of vegetable oil such as microalgae and jatropha oil, which
ensure that biodiesel production does not compete with resources for food industry, should be taken
into consideration, as they will help to reduce costs and increase social acceptance. One of the most
important approaches for the design of more intensive and cost-effective process configurations is
process integration. In this respect, SCFs technology can help to process integration by combining
routes for the simultaneous extraction, transesterification and valorisation of glycerol in a single step.
Such technology should combine chemical reactions and extraction in the same step, achieving
synergistic effects, and leading to an increase in selectivity, conversion, productivity and purity of the
final product(s). Simpler reactive extraction processes without or with the (bio)catalysts can be a
potential route for biodiesel production, greatly reducing the processing steps and costs at the same time.

The extreme reaction conditions necessary when working with SCFs make any such process energy
intensive. This can be counterbalanced by the improvement in mass and heat transfer intensified by the
fast fluid flow conditions, hence decreasing mass-transfer limitations, and avoiding phase separation,
as a consequence of the large surface area-to-volume ratio available. The use of continuous-flow/
micro(mini)reactor technology improves heat and mass transfer. This makes possible the potential for
higher conversion yields under milder conditions and involving reduced molar ratios of alcohol to oil,
as well as lower reaction temperatures and (bio)catalysts concentrations than for conventional stirred
reactors. The development of new, simple, cheap and environmentally friendly catalytic systems for
biodiesel production is required. Additional studies into the economic viability of any of the
approaches mentioned should be made before we can safety talk of a green chemical industry for
biodiesel production.
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One-Phase lonic Liquid Reaction Medium for Biocatalytic Production of

Biodiesel
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Biodiesel is a sustainable alternative liquid fuel to petroleum
oils, based on fatty acid methyl esters (FAMEs), and obtained
by transesterification of triacylglycerides (e.g., triolein) with a
primary aliphatic alcohol (e.g., methanol) by using chemical or
enzymatic catalysts (Scheme 1A). Although biodiesel is suc-
cessfully produced on an industrial scale by using chemical
catalysts, the glycerol recovery and the removal of inorganic
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Scheme 1. A) lllustration of the lipase-catalyzed synthesis of biodiesel by
methanolysis of triolein. B) 1-Methyl-3-octadecylimidazolium bis(trifluorome-
thylsulfonyl)imide.
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salts remain important problems because of the production of
large amounts of wastewater.!"

Immobilized biocatalysts, for example, lipases, offer a very
promising route to environmentally acceptable production of
biodiesel, because they exhibit high catalytic activity and selec-
tivity for the alcoholysis of triglycerides under mild reaction
conditions, resulting in high-purity biodiesel. However, the use
of immobilized lipases shows several disadvantages, which
constitute a severe limitation for their exploitation on an in-
dustrial scale. Triacylglycerides (e.g., triolein) and alcohols (e.g.,
methanol) are not miscible, leading to two-phase systems im-
pairing the efficiency of substrate transport towards the
enzyme microenvironment. In this context, the biocatalyst may
directly interact with the methanol phase producing full
enzyme deactivation. Furthermore, as the byproduct glycerol is
nonsoluble in the reaction media, it remains adsorbed onto
the biocatalyst particles, reducing the accessibility of triglycer-
ides to the enzyme microenvironment. All these facts are im-
portant limitations to the use of biocatalysts for biodiesel syn-
thesis, because of the resulting decrease of both the turnover
frequency and the number of recycling operations of the
enzyme.?

Several strategies have been developed to overcome these
constraints. For example, the sequential addition of methanol
in three different doses,**" or its storage by adsorption onto
silica gel particles, which then act as “microreservoirs” able to
slowly release the alcohol and make it available for the transes-
terification process. Thus up to 90% biodiesel yield was ob-
tained in 18 h reaction, and catalyst recycling was improved as
well.®9 Other approaches for enzyme immobilization (e.g., en-
capsulation by sol-gel methods™? and covalent attachment
onto magnetic nanoparticles™) were also described to im-
prove the biocatalytic efficiency. Another improvement of the
enzyme efficiency in biodiesel synthesis (up to 97 % yield after
24 h at 50°C) consists of the prior solubilization of substrates
in an organic solvent having medium polarity (e.g., tert-buta-
nol), which results in a one-phase reaction medium, avoiding
the direct interaction between the enzyme and pure metha-
nol.”!

Since 2000, ionic liquids (ILs) have emerged as exceptionally
interesting nonaqueous reaction media for biocatalysis be-
cause of their unique solvent properties, negligible vapor pres-
sure, and exceptional ability to maintain enzymes in active and
stable conformations.”®”! The biocatalytic synthesis of biodiesel
in ILs has been reported, by using ILs based on short-chain
1,3-dialkylimidazolium cation (i.e., [Bmim][PFs], Bmim][NTf,])."®
All the assayed ILs for enzymatic synthesis of biodiesel were
not able to dissolve triglycerides, thus resulting in two-phase
reaction media leading to moderate reaction efficiency (up to
90% vyield for 24 h at 60°C).!
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The use of lipases from several sources,® as well as whole
cells producing lipases,®® does not improve the catalytic effi-
ciency for biodiesel synthesis. Recently, it was shown that sev-
eral ether-functionalized ILs, based on imidazolium or ammoni-
um cations with a C7 alkyl sidechain, were capable of dissolv-
ing middle alkyl-chain triglycerides (i.e., Miglyol oil 812) and
soybean oil. However, the suitability of these ILs for the lipase-
catalyzed synthesis of biodiesel in terms of yield was also mod-
erate (e.g., up to 70% biodiesel yield after 24 h at 50°C).”!

This paper analyzes for the first time the ability of three hy-
drophobic ILs, to dissolve triolein-methanol mixtures as a func-
tion of temperature. Following the statement “like-dissolves-
like”, the assayed ILs were based on hydrophobic anions and
cations with large alkyl sidechain(s), for example, 1-methyl-3-
octylimidazolium hexafluorophosphate, [Omim][PF.]; methyl
trioctylammonium  bis(trifluoromethylsulfonyl)imide, [Troma]-
[NTf,]; and 1-methyl-3-octadecylimidazolium bis(trifluorome-
thylsulfonyl) imide, [C,smim][NTf,] (Scheme 1B). The excellent
suitability of these reaction media for lipase-catalyzed synthesis
of biodiesel synthesis is demonstrated.

The phase behavior of six different IL/triolein/methanol mix-
tures was studied at different temperatures. In all cases, the tri-
olein/methanol ratio was 1:6 (molmol™), because it was often
considered as the optimum proportion for lipase-catalyzed bio-
diesel synthesis.®! Both [Omim][PFs] and [Troma][NTf,] were
not able to solubilize the mixture triolein/methanol at any of
the temperatures and proportions assayed (see the Supporting
Information). In the resulting two-phase systems, the bottom
phase was essentially formed by an IL methanol solution, while
the upper phase mainly contained triolein. However, in the
case of [Troma][NTf,], which contains three Cg alkyl chains in
the cation, it was shown how the size of the bottom phase
was increased with respect to what was observed for the
[Omim][PF4] case for all the assayed mixtures. In this context,
as triolein contains three C,4 alkyl chains, these results suggest
that the ability of an IL to dissolve triolein could be related
with the length of the alkyl chain in the cation, following the
statement “like-dissolves-like”, which can be seen in Figure 1
for [C,smim][NTf,]. This IL, which is solid at room temperature
(m.p.53°C), was able to provide a homogeneous one-phase
system for mixtures having an IL content higher than 30% (w/
w) at 50 and 60°C (Figure 1C, D, E, and F).'"” Independent of
this fact, the suitability of these ILs ([Omim][PF4], [Troma][NTf,],
and [C,gmim][NTf,]) for lipase-catalyzed biodiesel synthesis by
methanolysis of triolein was studied with a [C;smim][NTf,]/(trio-
lein+methanol) ratio (w/w) of 63.8:36.2 (Figure 1E).

Figure 2 depicts the time course for Novozym 435-catalyzed
transesterification of triolein with methanol to produce methyl
oleate (biodiesel) in [C;smim][NTf,] at 60°C, as well as pictures
of the resulting clear and homogeneous reaction media at 0
and 24 h. The biocatalytic systems were able to produce up to
96% biodiesel yield in 6 h, which resulted in a transparent
monophasic system because of the miscibility of methyl oleate
with [C,gmim][NTf,]. The byproduct glycerol was not miscible
with this IL regardless of the temperature. It usually settled
down at the bottom as little drops. This cannot be seen in the
inserted picture because of the low amount of the glycerol
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Figure 1. Phase behavior of [C,mim][NTf,]/triolein/methanol mixtures at dif-
ferent temperatures™® For all cases, the triolein/methanol ratio was 1:6
(molmol ™), whereas the [C;;mim][NTf,}/(triolein+methanol) ratios (w/w)
were as follows: A) 9.1:89.9, B) 18.5:81.5; C) 30.9:69.1; D) 47.6:52.4;

E) 63.8:36.2; F) 73.7:26.3.

Concentration/ %

0 2 4 6 24
Time/h

Figure 2. Time-course profile of triolein (@), diolein (M), monoolein (A) and
methyl oleate (O) for the Novozym 435-catalyzed methanolysis of triolein in
[C,smim][NTf,] at 60 °C. Reaction conditions: 64 % w/w IL content; triolein
(275 mg, 0.31 mmol); methanol (60 mg, 1.88 mmol); Novozyme 435 (10% w/
w, 27.5 mqg); see Experimental Section for details.

produced (up to 0.31 mmol, 23 pl). Furthermore, to confirm
the excellent suitability of [C,smim][NTf,] for enzymatic synthe-
sis of biodiesel, a comparative study on the biodiesel yield was
carried out for the all the assayed ILs as a function of tempera-
ture at 6 h reaction time. As can be seen in Figure 3, the bio-
diesel yield showed a bell-shaped profile giving the best yield
at 60°C. Notably, the lipase was practically inactive in the IL-
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Figure 3. Effect of temperature on the biodiesel yield at 6 h for Novo-

zym 435-catalyzed methanolysis of triolein in IL free reaction mixture (black),
and in the presence of [Omim][PF,] (striped), [Troma][NTf,] (crosshatched),
and [C,;mim][NTf,] (white). Reaction conditions: 64% w/w IL content; trio-
lein/methanol molar ratio, 1:6; see Experimental Section for details.

free case due to the enzyme deactivation induced by metha-
nol.®®™ Furthermore, the increase in the length of the alkyl
chain in the cation resulted in a clear improvement of biodie-
sel yield after 6 h for all the assayed temperatures; the best re-
sults were obtained in [C,;;mim][NTf,] at 60°C. This result was
corroborated by duplicate experiments in which the biodiesel
yield after 6 h was 96% as determined by HPLC.'? The im-
provement in lipase activity for biodiesel synthesis by increas-
ing the alkyl chain of the cation ([Emim], [Bmim], [Hmim], and
[Omim]) has been shown for both [PF,] and [NTf,] anions, but
with moderate results (up to 80% biodiesel yield in 20 h for
the [OMIm][NTF,] case).!

Although [C,smim][NTf,] is a solid at room temperature, it
should be mentioned that this IL provides less viscous reaction
medium than [Omim][PF,] or [Troma][NTf,] at 60°C (i.e., 85,
152, and 186 mPas, respectively). The high viscosity of some
ILs (e.g., 11000 and 300 mPas for the case [Bmim][Cl] at 30
and 70°C, respectively) has been reported as a retarding factor
for the rate of enzymatic catalysis, because it slows the diffu-
sion of the enzyme to its target." The low viscosity of
[C,smim][NTf,] at 60 °C is of high interest with regards to its ap-
plication in the industrial production of biodiesel by biotrans-
formation.

However, the key criteria for scaling up any biocatalytic pro-
cess for biodiesel production are the operational stability of
the enzyme and the recycling of the IL. Therefore, a laboratory
cyclic protocol to reuse the biocatalyst/[C;smim][NTf,] system
for biodiesel synthesis was designed (see the Experimental Sec-
tion). In this approach, the phase behavior of methyl oleate (bi-
odiesel) and [C,gmim][NTf,] mixtures as a function of tempera-
ture were taken into account. This mixture was homogeneous
(monophasic system) at temperatures higher than 40°C, but
became solid below 30°C. Therefore, a cyclic protocol was es-
tablished as follows: firstly, the biocatalytic step is run at 60°C
for 6 h, followed by two consecutive washing steps, one with
water and the second one with octane, allowing for the con-
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COMMUNICATIONS

secutive and selective extraction of glycerol and methyl oleate,
respectively (Scheme 2). Liquid-liquid extractions were carried
out at 50°C, but the resulting biphasic systems were then
cooled to room temperature (<30°C) before decantation. This

>53°C

ﬁ Novozym
Methanol
Triolein
[C1emim][NTF,]
g STEP 1
BIOCATALYSIS

Methyl oleate/

Octane \’

§% Liquid £
: Methyl ol {L; K
ethyl oleate
Monophasic Glycerol

H._,OJGchem\ -
Cooling IL/ Methyl oleate
Liquid
'
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Scheme 2. Cyclic protocol for enzymatic synthesis of biodiesel in [C,;smim]-
[NTf,], including recovery of products by liquid-liquid extraction, and recy-
cling of the biocatalyst and the ionic liquid.

permits an easy and full recovery of the IL phase because of its
solidification. This cyclic protocol was experimented with a re-
action mixture containing triolein (1.24 mmol), methanol
(7.45 mmol), [C;smim][NTf,] (64% w/w), and Novozym 435
(120 mg, 10% w/w) maintained at 60°C. Figure 4 shows the
methyl oletate yield profile after 6 h of reaction of this
enzyme/IL system and consecutive recycling system in consec-
utive operation cycles. As it can be seen, the enzyme activity
remained practically unchanged after seven operation cycles.
These results clearly underlined the interest of this IL for the
biocatalytic synthesis of biodiesel.

Furthermore, the interesting properties of this hydrophobic
IL, based on a cation with an alkyl chain of the same length as
the triolein substrate (C,5), have been demonstrated in two dif-
ferent ways. Firstly, the [C,smim][NTf,] was able to dissolve the
vegetable oil, providing an homogeneous monophasic reac-
tion system in agreement with the statement “like-dissolves-
like”. Secondly, this IL provided an excellent microenvironment
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Figure 4. Operational stability (recycling) of Novozym 435-catalyzed metha-
nolysis of triolein in [C,smim][NTf,] at 60 °C. Reaction conditions: 64 % w/w IL
content; triolein/methanol molar ratio, 1:6; see Experimental Section for de-
tails.

for the enzyme catalysis during both biodiesel synthesis, and
the liquid-liquid extraction steps. The immobilized enzyme
particles remained into the IL phase during the washing/ex-
traction steps, and the biocatalytic performance was not modi-
fied. The protective effect of the hydrophobic ILs, based on
the [NTf,] anion and imidazolium cations, have been extensive-
ly reported, and is related to the maintenance of the native
structure of the protein.™ The coating of the immobilized
enzyme particles with these hydrophobic ILs always resulted in
their excellent stabilization,”'"! even under extremely harsh
conditions (e.g., scCO, at 10 MPa and 150°C)."" The operation-
al stability of enzymes in ILs for biodiesel synthesis has not
been demonstrated previously.®! Enzyme stabilization provided
by [C;smim][NTf,] was significantly better than that obtained
by other enzyme stabilization approaches (i.e., encapsulation
and immobilization on magnetic nanoparticles).”! Furthermore,
the use of this hydrophobic IL resulted in an excellent medium
for efficient lipase-mediated transformation of triolein to
methyl oleate compared to organic solvents or a solvent-free
medium in terms of yield and reaction time.”

In conclusion, this work clearly showed the suitability of the
Novozym 435/[C,gmim][NTf,] system to carry out the synthesis
of biodiesel including its easy and efficient recycling. The ap-
propriate physical properties of this IL permit the full solubili-
zation of all substrates over a wide range of IL/triolein concen-
tration ratios that results in monophasic systems. The possibili-
ty to change from liquid to solid phase by moderate change in
temperature is of high interest to design industrial processes
for biodiesel production with an easy full recovery of the IL. Fi-
nally, this IL provided an excellent microenvironment for the
enzyme activity, protecting the lipase from the methanol-in-
duced deactivation. The unique properties of long chain and
lipophilic ILs to carry out biotransformations of oils in nonaqu-
eous environments open up new opportunities to develop
green industrial processes.
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Experimental Section

Chemicals: Immobilized Candida antarctica lipase B (Novozym 435,
EC 3.1.1.3) was a gift from Novozymes S. A. (Spain). Substrates, sol-
vents, and other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich-
Fluka (Madrid, Spain), and were of the highest purity available. The
ILs 1-methyl-3-octylimidazolium hexafluorophosphate ([Omim]-
[PF¢l, 99% purity), methyl-trioctylammonium bis(trifluoromethylsul-
fonyl)imide, ([Troma][NTf,], 99% purity), and 1-methyl-3-octadecyl-
imidazolium bis(trifluoro-methylsulfonyl)imide ([C;smim][NTf,], 99 %
purity) were obtained from loLiTec GmbH (Germany).

Physical properties of ILs: Viscosity measurements of ILs were car-
ried out in a Haake Viscometer 6Plus at 60 °C. Melting points were
determined by using a Reichert Thermovar melting point appara-
tus equipped with microscope, and were uncorrected.

Phase behavior of IL/triolein/methanol mixtures: Into six different
screw-capped vials with Teflon-lined septa (1.5 mL total capacity),
different amounts (0.09, 0.18, 0.29, 0.44, 0.60, and 0.67 g, respec-
tively) of the IL ((Omim][PF4], [Troma][NTf,] or [C,smim][NTf,]) were
added. Then, variable amounts of methanol (0.16, 0.14, 0.12, 0.09,
0.06, and 0.04 g) were respectively dissolved into the IL. Finally, the
corresponding amounts of triolein were added to each tube in
order to obtain the following IL/methanol/triolein ternary mixtures
(w/w/w):  A)9.1:16.2:74.7, B) 18.5:14.6:66.9; () 30.9:12.3:56.7;
D) 47.6:9.4:43.0; E) 63.8:6.5:29.7; F) 73.7:4.2:22.1. In all cases, the tri-
olein/methanol ratio was 1:6 (molmol™'). The resulting mixtures
were incubated with shaking for 1 h at the selected temperature
(30, 40, 50, or 60°C).

General procedure for methanolysis of triolein: Triolein (0.32 mmol)
was added into screw-capped vials (1.5 mL total capacity) contain-
ing [Omim][PF4], [Troma][NTf,] or [C,gmim][NTf,] (0.8 g) and metha-
nol (1.92 mmol). The mixture was incubated at the selected tem-
perature in a glycerol bath for 15 min under magnetic stirring at
200 rpom. The reaction was started by adding Novozym 435
(28 mg). At regular time intervals, the sealed reaction vessel was
taken out of the glycerol bath and chilled briefly in an ice bath to
condensate volatiles. Then, an aliquot (30 pL) was taken and added
to acetone (470 uL). The resulting solution was centrifuged at
13000 rpm for 10 min. Finally, 400 uL of acetone extracts were
added to 100 mm ethyl decanoate (internal standard; 100 pL) solu-
tion in acetone and 30 uL of the resultant solution was analyzed
by HPLC. All experiments were carried out in duplicate.

HPLC analysis of the reaction product: HPLC analyses were per-
formed on a LC-10AT Shimadzu system consisting of a quaternary
pump equipped with an online vacuum degasser, an autosampler
with a variable injection capacity and temperature control, and a
diode array SPD-M20 A (Shimadzu) detector. Methyl oleate, triolein,
and intermediate methanolysis products (mono-and diglycerides)
were separated by using a LiChroCart Lichrospher RP-18 column
(25 cm length, 4.6 mm internal diameter and 5 pm particle size,
Merck). Mobile phases were as follows, A) acetronitrile/H,O, 80:20
(v/v); B) acetronitrile (100%); and C) isopropanol/hexane, 5:4 (v/v).
A 30 min ternary gradient from 100% phase A to 50:50 (v/v)
phases B/C was carried out for all compounds separation, in agree-
ment with Holcapek et al.,"? and peaks were identified by compar-
ing retention times with the appropriate corresponding standards.

Operational stability of Novozym 435 in [C,gmim][NTf,] for biodiesel
synthesis: In a 15mL round-bottom flask, methanol (225 L,
484 mmol) and triolein (775 pL, 0.8 mmol) were added to
[C,gmim][NTf,] (2 g) and the mixture was shaken at 60°C in a glyc-
erol bath for 10 min until a clear homogeneous phase was ob-
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served. Then, Novozym 435 (100 mg) was added to initiate the re-
action. The reaction mixture was sealed and incubated at 60°C
upon gentle agitation for 6 h. At this time, a 30 uL aliquot was
taken and suspended in 470 pL acetone for HPLC analysis as de-
scribed above. For the extraction of the reaction product, two con-
secutive washing steps with water and octane were carried out.
First, H,O (5 mL) was added and the resulting biphasic mixture was
shaken for 20 min at 60°C to extract glycerol and methanol in
excess. Then, the mixture was chilled briefly in an ice bath to pre-
cipitate the IL phase, and the aqueous phase was decanted. This
washing step with water was repeated three-times. The residual
water content was eliminated by evaporation under vacuum in a
rotator. For the second washing step, octane (5 mL) was added to
the remaining IL phase, and the resulting biphasic mixture was
shaken for 20 min at 60°C to extract biodiesel. Then, the mixture
was chilled briefly in an ice bath to precipitate the IL phase, and
the octane phase was decanted. This washing step with octane
was repeated for three-times to extract all compounds. Finally, the
residual amount of octane was evaporated under vacuum in a ro-
tator, and a new biocatalytic/extraction cycle for biodiesel produc-
tion was started by adding methanol (225 pL, 4.84 mmol) and trio-
lein (775 pL, 0.8 mmol).
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Phase behaviour of [Omim][NTf,] / triolein / methanol, and [Troma][NTf,] / triolein / methanol
mixtures at different temperatures. For all cases, [triolein] : [methanol] ratio was 1:6 (mol:mol),
while the IL : (triolein+methanol) ratio (w/w) was as follows, A, 9.1/89.9 B: 18.5/81.5; C,
30.9/69.1; D, 47.6/52.4; E, 63.8/36.2; F, 73.7/26.3.. See Experimental section for further details.
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The excellent suitability of immobilized Candida antarctica lipase B (Novozym 435) catalyst to carry out
the synthesis of methyl oleate (biodiesel) by methanolysis of triolein in ILs based on imidazolium cations
with large alkyl side chain (from C;; to Cyg) has been demonstrated at 60 and 85 °C. The phase behaviour
of IL/triolein/methanol and IL/methyl oleate mixtures were studied at different concentrations and tem-
peratures, the best results (up to 98.6% biodiesel yield after 6 h) being obtained for ILs able to provide
monophasic reaction systems, i.e. 1-methyl-3-octadecylimidazolium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide).

gfgggsrgf: A continuous enzymatic reactor, based on biocatalysts particles coated with hydrophobic ILs, for biodie-
Biocatalysis sel synthesis in supercritical carbon dioxide was studied at 60 °C and 180 bar. The operational stability of

the immobilized lipase was improved by its coating with ILs, i.e. 1-methyl-3-octadecylimidazolium hexa-
fluorophosphate, leading to a two-phase systems with respect to the biodiesel product, which showed an
excellent catalytic behaviour in continuous operation under supercritical conditions (up to 82% biodiesel
yield after 12 cycles of 4 h).

Supercritical
Green process
Continuous reactor

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Increased demand for energy, global warming due to emission
of green house gases, environmental pollution, and fast dimin-
ishing supply of fossil fuels are the major key factors leading
to search for alternative sources of energy [1]. Biodiesel is a die-
sel substitute fuel, composed of fatty acid methyl esters (i.e.
methyl oleate) and obtained from renewable sources (i.e. vegeta-
ble oils, fats, etc) by catalytic transesterification with primary
aliphatic alcohols (e.g. methanol). The interest to produce biodie-
sel by clean and sustainable approaches including biocatalysis is
doubtless, because of the improved quality of the final product,
as well as the reduction in wastewater production during sepa-
ration and purification steps [2]. At the opposite of chemical cat-
alysts, biocatalysts (i.e. lipases) allow the synthesis of specific
alkyl esters, the easy recovery of glycerol and the transesterifica-
tion of fat substrates with high free fatty acid content [3].
However, one of the common drawbacks with the use of
enzyme-based processes is the high cost of the enzyme, making
it necessary to develop reusable biocatalyst derivatives with high
operational stability. In this context, the immiscibility of triacyl-
glycerides (e.g. triolein) and alcohols (e.g. methanol) clearly

* Corresponding author. Tel.: +34 868 88 73 92; fax: +34 868 88 41 48.
E-mail address: plozanor@um.es (P. Lozano).

1 Tel.: +34 868 88 73 92; fax: +34 868 88 41 48.

2 Tel.: +33 2 99 28 62 74; fax: +33 2 99 28 69 55.

0016-2361/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.fuel.2011.06.008
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impairs their exploitation at industrial scale [4,5]. These two-
phase reaction systems exhibit a decrease in the catalytic effi-
ciency of the enzyme because of its fast deactivation resulting
from its direct contact with methanol, as well as, the low effi-
ciency of substrates transport towards the enzyme microenvi-
ronment. All these features result in a decrease of both the
turnover frequency and the number of recycling operations of
the biocatalysts [6].

Methanol stepwise addition, acyl acceptor alterations and/or
solvent engineering are the applied approaches to solve all these
constrains. The stepwise addition of methanol [7,8], or the addition
of silica particles containing adsorbed methanol [9], permit up to
94% biodiesel yield in a 24 h period, and the enzyme reuse for six
cycles as well. When methanol is replaced by a different acyl
acceptor, like methyl acetate, the lipase inactivation by methanol
interaction is reduced, resulting in up to 92% biodiesel yield in
24 h for a 12:1 methyl acetate:oil molar ratio [10]. Medium engi-
neering approaches to improve methanol solubility into the reac-
tion medium provided good results. Thus, some organic solvents
(e.g. tert-butanol) improve methanol solubility into the vegetable
oil thus avoiding the direct interaction between the enzyme and
pure methanol. This results in the improvement of the biocatalytic
efficiency (up to 97% biodiesel yield after 24 h at 50 °C) [11,12].
Supercritical carbon dioxide (scCO,) could be a good choice as a
green solvent for enzymatic synthesis of biodiesel, but moderate
yields (40-90%) and low operational stability of the enzyme have
been reported [13-15].
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The biocatalytic synthesis of biodiesel in ILs has also been re-
ported [16-19]. However, when the assayed ILs were based on
short-chain 1,3-dialkylimidazolium cations (e.g. [Bmim][PFg],
[Bmim][NTf;]), as they were not able to dissolve triacylglycerides,
the resulting two-phase reaction media only provide moderate
biocatalytic efficiency (up to 90% yield for 24 h at 60 °C) [17]. The
enzymatic synthesis of biodiesel performed using [Bmim][BF4]
and [Bmim][PFs] gave similar conversions to that obtained in
[Bmim][NTf,]. However, the hydrophobic [NTf,] anion seems to
be the best choice, since [BF,] is hydrophilic thus rending more dif-
ficult the glycerol separation, while [PFg] may hydrolyze and gen-
erate HF [18]. However, the better suitability of [Bmim][BF,] for
lipase-catalyzed epoxidation of methyl oleate with H,O, was re-
cently reported with respect to [Bmim][PFs] and [Bmim]|[NTf,]
[20]. In the same way, water-miscible ILs based on hydrophilic an-
ions (e.g. methylsulfate) and quaternary ammonium cations with
large alkyl chains containing ether functional groups were shown
to be excellent reaction media for lipase-catalyzed glycerolysis of
triglycerides [21]. In fact the rule for enzyme activity in ILs is not
known at the moment and seems to be “there is no rule”, since per-
formance in a particular IL appears to vary significantly from en-
zyme to enzyme and reaction to reaction [22].

Recently its has been reported how hydrophobic ILs based on
cations with large alkyl side-chain (e.g. 1-methyl-3-octadecylimi-
dazolium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide, [C;gmim][NTf;]) were
able to dissolve both triolein and methanol, providing one-phase
reaction media that showed an excellent suitability for the biocata-
lytic synthesis of biodiesel, i.e. up to 96% yield in 6 h at 60 °C. The
enzyme/IL system was reused for 7-times without activity loss
[23-25].

The most interesting feature for biocatalytic processes in ILs is
the possibility to design two-phase reaction systems that easily per-
mit product recovery [26,27]. In this context, biocatalysis in IL/
scCO, biphasic systems has emerged as an exceptionally interesting
approach for designing continuous clean processes that directly
provide pure products, because the advantages of scCO, for mass
transport are complemented by the high catalytic efficiency of en-
zymes in ILs [28]. This paper shows for the first time the biocatalytic
synthesis of biodiesel in IL/scCO-, biphasic systems (see Fig. 1). Thus,
the phase behaviour of IL/triolein/methanol and IL/methyl oleate
mixtures, as well as its influence for lipase-catalyzed biodiesel syn-
thesis in ILs and IL/scCO, reaction media has been studied. Follow-
ing the statement like-dissolves-like, twelve different ILs based on
imidazolium cations with a large alkyl side chain (from Cy, to Cy3)
and [BF,], [PFg] or [NTf;] anions were assayed. The obtained results
clearly demonstrate the suitability of IL/scCO, biphasic systems for
the continuous enzymatic synthesis of biodiesel as a sustainable
process.

2. Experimental
2.1. Materials

Immobilized Candida antarctica lipase B (Novozym 435®, EC
3.1.1.3) was a gift from Novozymes S.A. (Spain). Triolein (65% pur-
ity), solvents and other chemicals were purchased from Sigma-Al-
drich-Fluka (Madrid, Spain). The ILs (99% purity), 1-butyl-3-
methylimidazolium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide ([C4mim]
[NTf,]), 1-octyl-3-methylimidazolium bis(trifluoromethylsulfo-
nyl)imide ([Cgmim][NTf,]), 1-dodecyl-3-methylimidazolium bis
(trifluoromethylsulfonyl)imide ([C;,mim][NTf;]), 1-tetradecyl-3-
methylimidazolium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide ([C;4smim]
[NTf;], 1-hexadecyl-3-methylimidazolium bis(trifluoromethylsul-
fonyl)imide (|C;emim][NTf,], 1-octadecyl-3-methylimidazolium
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide ([C;smim][NTf;]), 1-dodecyl-3-
methyl-imidazolium hexafluorophosphate ([C;,mim][PFg]), 1-tet-

A . scCO,

00-CH,

B A LCH, | o o T
3
MN 2 Fo-5 " g-cF,
\ J— ’ (o] (o]

NT,
n=1, [C;mim] n=6, [C;;mim]
n=3, [Cgmim] n=7, [C;emim] [pFG]' [BF4]'
n=5, [C;,mim] n=8, [Cigmim]

Fig. 1. A. Scheme of immobilized lipase-catalyzed synthesis of biodiesel (2, methyl
oleate) by methanolysis of triolein (1) in IL/scCO, biphasic systems. B. Cations and
anions of the assayed ILs.

radecyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate ([C;4mim]
[PFg], 1-hexadecyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate
([Cygmim][PFs], 1-octadecyl-3-methylimidazolium hexafluoro-
phosphate (|C;smim][PFg]), 1-dodecyl-3-methylimidazolium tetra-
fluoroborate ([C;;mim] [BF,4]), 1-tetradecyl-3-methylimidazolium
tetrafluoroborate ([Ci4smim][BF,4], 1-hexadecyl-3-methylimidazo-
lium tetrafluoroborate ([C;gmim][BF,], and 1-octadecyl-3-methyl-
imidazolium tetrafluoroborate (|C;gmim]|[BF,]), were obtained
from IoLiTec GmbH (Germany). Melting points of ILs were deter-
mined by using a Reichert Thermovar melting point apparatus
equipped with a microscope, and were uncorrected.

2.2. Studies on phase behaviour of IL/substrates and IL/biodiesel
mixtures

Different amounts (0.09, 0.18, 0.29, 0.44, 0.60 and 0.67 g, respec-
thely) of IL ([C]zmlm][Nszl, [C]4m1m][NTf2], [C]Gmlm]
[NTf] [C1smim][NTf,], [Ciomim][PFs], [Ci4mim] [PF6], [Ciemim]
[PFs], [C1smim][PFs], [C12mim][BEy], [Cy4mim][BF,], [C;smim][BF,]
or [C;gmim][BF,]) were added into six different screw-capped vials
with teflon-lined septa (1.5-mL total capacity). Then, variable
amounts of methanol (0.16, 0.14, 0.12, 0.09, 0.06, and 0.04 g) were
respectively dissolved into the IL. Finally, the corresponding
amounts of triolein were added to each tube in order to obtain
the following IL/methanol/triolein ternary mixtures (w/w/w): a,
9.1/16.2/74.7, b, 18.5/14.6/66.9; ¢, 31.0/12.3/56.7; d, 47.6/9.4/
43.0; e,63.8/6.5/29.7; f,73.7/4.2/22.1 (see Fig. 3 and Electronic Sup-
plementary Information, ESI). In all cases, the triolein: methanol ra-
tio was 1:6 (mol:mol). The resulting mixtures were incubated with
shaking for 1 h at 60 °C or 85 °C, as a function of the type of anion.
For the case of methyl oleate (biodiesel), the following IL/methyl
oleate binary mixtures (w/w) were assayed (1 g total amount): a,
10/90; b, 20/80; ¢, 33/67; d, 50/50; e, 66/34 and f, 75/25 (See ESI).

2.3. Lipase-catalyzed biodiesel synthesis in ILs media

For each IL, triolein (0.36, 0.23 or 0.11 mmol) was added into
three different screw-capped vials (0.9-mL total capacity),
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Fig. 2. Experimental set-up of the continuous packed bed reactor containing
Novozym 435 coated with IL for biodiesel synthesis by methanolysis of triolein.

containing 77, 224 or 348 mg of IL, and methanol (2.18, 1.37 or
0.69 mmol), respectively. The resulting final mixtures gave the
following IL/triolein/methanol ratios (w/w/w): 16.4/68.7/14.9;
47.7/43.0/9.3; 73.9/21.4/4.7, respectively. For each case, the mix-
ture was incubated in a thermoshaker TS-100 (Baeco, Germany)
at the selected temperature and at 1000 rpm for 30 min. The
reaction was started by adding 10% (w/w) Novozym 435 with re-
spect to the triolein amount, and the reaction system was incu-
bated at 60 or 85 °C for 8 h. Then, a 20 pL aliquot was taken and
added to 480 pL dodecane/isopropanol (95:5, v/v) mixture, and
the resulting biphasic mixture was strongly shaken for 3 min
to extract biodiesel. The resulting mixture was centrifuged at
15,000 rpm for 10 min. Finally, 350 uL of dodecane/isopropanol
extracts were added to 150 puL of 100 mM ethyl decanoate and
100 mM tributyrin (internal standards) solution in dodecane/iso-
propanol (95:5, v/v), and the final solution was analyzed by CG.

2.4. Lipase-catalyzed biodiesel synthesis in IL/scCO, systems

Novozym 435 (1 g) was coated with 0.5 g of IL ([C;4mim][NTf;],
[C14mim][PFs], [C;smim][NTf,], [C;smim] [PFs] or [Cismim][BFy].
respectively) as described previously in detail [29]. Novozym-IL
particles were placed in the cartridge of an ISCO 220SX (Teledyne
Isco, Inc, Lincoln, NE, USA) high pressure extraction apparatus. This
extractor is equipped with a syringe pump (ISCO 100DX, 100 mL
overall volume), and devices for pressure, temperature and flow
rate control. The ISCO system was started by the continuous pump-
ing of scCO, at 180 bar and 60 °C, bubbling continuously CO,
through a calibrated heated restrictor (1 mL/min, 80 °C). Biodiesel
synthesis was carried out for 4 h cycles by continuously pumping
triolein (5.1 or 10.2 pmol/min mass flow rate) and methanol
(244 pmol/min mass-flow rate) into the scCO, inlet flow by using
two HPLC pumps (LC-10AT, Shimadzu Europe, Germany) (see
Fig. 2). Substrates were transported by the scCO, flow through
the catalytic cartridge for biotransformation, and then products
were recovered by depressurizing through the calibrated heated
restrictor for 30 min steps in a controlled amount of hexane/iso-
propanol (5:4, v/v) placed on an ice-bath. Samples were analyzed
by GC. In all cases, substrate and product mass-balances from the
outlet were consistent with the substrate mass-flow inlet.

2.5. GC analysis

GCanalysis was performed with a Shimadzu GC-2010 (Shimadzu
Europe, Germany) equipped with an FID detector. Samples were
analyzed on a TRB-5HT capillary column (10 m x 0.32 mm x

217

0.1 um, Supelco), using both ethyl decanoate and tributyrin as inter-
nal standards, under the following conditions: carrier gas (He) at
28.6 kPa (40 mL/min total flow); temperature programme 100 °C,
10 °C/min, 200 °C, 15 °C/min, 370 °C, variable split ratio, (80:1 as
10:1); detector, 220 °C. See additional information for peak reten-
tion times and chromatograms.

3. Results and discussion

3.1. Phase behaviour of triolein/methanol/methyl oleate/hydrophobic
IL systems

The suitability of twelve different ILs based on imidazolium cat-
ions with one large alkyl side chain (from C;; to Cyg) to dissolve
both triolein and methanol substrates for biodiesel synthesis has
been studied. For each IL, the phase behaviour of six different IL/tri-
olein/methanol ternary mixtures was studied at 60 or 85 °C,
because of the solid nature of most assayed ILs at room tempera-
ture (see Fig. 3 and ESI). In all cases the triolein/methanol ratio
was 1/6 (mol/mol), a proportion often considered as optimum for
lipase-catalyzed biodiesel synthesis [16-18]. As it can be seen,

- ‘q&r*‘ *i -:E.,, -1 -~
1

-P 2 L4

Fig. 3. Phase behaviour of [1-alkyl-3-methylimidazolium][NTf;]/triolein/methanol
mixtures at 60 °C. The following ratios were assayed: a, 9.1/16.2/74.7, b, 18.5/14.6/
66.9; ¢, 31.0/12.3/56.7; d, 47.6/9.4/43.0; e, 63.8/6.5/29.7; f, 73.7/4.2/22.1 (w/w/|w),
respectively. For all cases, the [triolein]:[methanol] ratio was 1:6 (mol:mol). The
following ILs are shown: A, [Csmim][NTf5]; B, [C;omim][NTf,]; C, [C;smim][NTf,]; D,
[C16mim][NTf,]; E, [C;smim][NTf,].
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the ability of these ILs to solubilise the triolein-methanol mixture
was clearly dependent on both the nature of ions and the IL con-
tent. Thus, ILs based on the [NTf;] anion showed the best ability
to dissolve triolein, being improved by increasing both the length
of the alkyl side chain of the cation and the IL concentration. For
example, both [C;emim][NTf,] and [C;gmim][NTf,] provided mon-
ophasic systems for assayed concentration higher than 40% (w/w)
(cases D and E, tubes d-f), while for the case of [C;smim][NTf;], the
full solubilisation of triolein only occurred when the IL concentra-
tion was higher than 70% (w/w) (case C, tube f). By using ILs having
an alkyl chain in the cation shorter than Cy4, the full solubilisation
of triolein was never observed. Similarly, the solubilisation of trio-
lein/methanol mixtures in ILs based on [PFg] or [BF4] anion did not
provide one-phase systems in any of the assayed conditions, inde-
pendently of the length of the alkyl side chain of cations, or even if
the temperature was increased up to 85 °C, a temperature higher
than any melting point of the assayed ILs (see Table 1 and ESI).
At this point, it is quite surprising how for [C;emim][PFs],
[Cismim][PFg], [Ciamim][BF4] [Ciemim][BF4] and [Cismim][BFy]
cases, the assayed mixtures with high IL content did not show a
fully liquid system at 85 °C, because of a remaining solid fraction
of IL (see ESI). In fact, for the [C;gmim][PFg] case, it was necessary
to heat up to 90 °C to reach a fully liquid media, while for all
[Cismim][BF,] cases, the IL was maintained as solid even at

Table 1

100 °C (results not included). For these resulting solid-liquid-li-
quid systems at 85 °C, the bottom phase was essentially formed
by solid IL and IL-methanol solution, while the upper phase mainly
contained triolein.

A similar study of miscibility between these hydrophobic ILs
and both glycerol and methyl oleate was carried out. The glycerol
by-product was always non-miscible with all the assayed hydro-
phobic ILs, probably because of its high polar and hydrophilic char-
acters. The phase behaviour of IL/methyl oleate binary systems was
also studied under the same conditions as for the IL/triolein/meth-
anol mixtures described in Fig. 3 (see ESI). As can be seen, the ILs
based on [NTf;] anion (from [Cgmim] to [C;gmim]) were fully mis-
cible with methyl oleate under all the assayed conditions, provid-
ing monophasic homogeneous systems at 60 °C. In the same way,
most ILs based on [PFg] were also able to dissolve methyl oleate,
but increasing temperature up to 85 °C, because of the high melt-
ing point of these ILs. In this case, it is necessary to point out that
[Cismim][PFgs] was able to fully dissolve methyl oleate for all as-
sayed mixtures at 85 °C, even though some solid IL was still pres-
ent at this temperature. However, for ILs based on [BF4] anion, a
monophasic system was only obtained for the most hydrophobic
cation ([C;gmim]) at low IL content. Furthermore, the increase in
the [C;smim][BF4] content prevents reaching the full liquid state
in spite of the assayed temperature (85 °C), which was higher than

Phase behaviour of different IL/triolein or IL/methyl oleate mixtures as a function of the nature and concentration the IL, as well as the biodiesel yield produced by 10% (w/w)

Novozym 435 in each reaction medium after 8 h at 85 °C.

Ionic liquid Melting point (°C) IL (% w/w) IL/S phases® IL/P phases® Biodiesel yield (%)
16.4 L-L L 5
[C12mim][NTf,] 17 47.7 L-L L 42
73.9 L-L L 75
16.4 L-L L 6
[C14mim][NTf;] 33 47.7 L-L L 42
73.9 L L 72
16.4 L-L L 6
[C1emim][NTf;] 46 47.7 L L 42
73.9 L L 77
16.4 L L 7
[C1smim][NTf;] 53 47.7 L L 43
73.9 L L 79
16.4 L-L L 6
[C12mim][PFg] 58 47.7 L-L L 32
73.9 L-L L 41
16.4 L-L L 8
[C14mim][PFg] 67 47.7 L-L L 33
73.9 L-L L 36
16.4 L-L L 9
[C1gmim][PFg] 74 47.7 S-L-L L 36
73.9 S-L-L S-L n.d.
16.4 L-L S-L 9
[C1smim][PFg] 82 47.7 S-L-L S-L 37
73.9 S-L-L S-L n.d.
16.4 L-L L-L 6
[C1omim][BF,4] 30 47.7 L-L L-L 6
73.9 L-L L-L 26
16.4 L-L L-L 7
[C14mim][BF,4] 36 47.7 L-L L-L 12
73.9 S-L-L S-L 18
16.4 L-L L-L 4
[C1emim][BF4] 49 47.7 S-L-L L-L 5
73.9 S-L-L S-L n.d.
16.4 L-L L 5
[C1smim][BF,4] 60 47.7 S-L-L L 5
73.9 S-L-L S-L n.d.

[Ciomim]: 1-dodecyl-3-methylimidazolium; [Ci4mim]: 1-tetradecyl-3-methylimidazolium; [C;gmim]: 1-hexadecyl-3-methylimidazolium; [C;gmim]: 1-octadecyl-3-meth-
ylimidazolium; [PFs]: hexafluorophosphate; [BF,], tetrafluoroborate; [NTf,]: bis((trifluoromethyl)sulfonyl)imide.
L: monophasic liquid medium; L-L: liquid-liquid biphasic medium; S-L: solid-liquid biphasic medium; S-L-L: solid-liquid-liquid triphasic medium. n.d.: not detected.

2 IL/S phase: phases for IL/triolein/methanol mixtures.
b JL/P phase. phases for IL/methyl oleate mixtures.
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the melting point of this IL (60 °C). Similarly to the case of
[C1gmim][PFg], it seems that a fraction of the melted [C;gmim][BF4]
dissolves in the methyl oleate, while the remaining IL fraction staid
in solid state. These results clearly show how both the triolein and
the methanol substrates for biodiesel synthesis can be homoge-
neously distributed as a monophasic system, or heterogeneously,
as a liquid-liquid or solid-liquid-liquid, multiphase systems, as a
function of both the nature of anion and the IL concentration.
The resulting phase behaviour in substrates/IL and products/IL
mixtures should clearly be involved in the performance of the bio-
catalytic synthesis of biodiesel. In this context, as triolein is an
hydrophobic compound which contains three C;g alkyl chains,
these results suggest that the ability of any IL to dissolve triolein
may be related to the increase in hydrophobicity of anion
([NTf;] > [PFs] > [BF4]), as well as by the increase in length of the al-
kyl chain in the cation, according to the statement like-dissolves-
like. Thus, the suitability for lipase-catalyzed biodiesel synthesis
in these systems should be assayed [23-25].

3.2. Lipase-catalyzed biodiesel synthesis in hydrophobic ILs

Fig. 4A depicts time courses of Novozym 435-catalyzed biodiesel
synthesis in four different [1-alkyl-3-methylimidazolium][NTf,] ILs
at 47.7% (w/w) IL concentration and 60 °C. As can be seen, the bio-
diesel yield continuously increased with reaction time for all the as-
sayed ILs, which pointed out its suitability as reaction media for the
enzyme catalysis. However, the catalytic efficiency of the reaction
system proportionally increased with the length of the alkyl chain
of the cation (i.e. [C;gmim]> [C;omin] > [Cgmim] > [Cymim], the
best results (up to 95% biodiesel yield in 8 h) being obtained for
the [C;gmim][NTf;] case. These results could clearly be related with
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Fig. 4. A. Time courses for the methanolysis of triolein catalyzed by Novozym 435
in (4) [C;smim][NTf], (¢) [Cromim][NTf,], (V) [Csmim][NTf], (W) [Camim][NTf;]
and (@) free solvent reaction media at 60°C. B. Effect of the nature and
concentration of [1-alkyl-3-methylimidazolium][NTf,] ILs on the biodiesel yield
synthesized by Novozym 435 at 60 °C.The following IL concentration were used:
16.6 (white), 46.7 (dashed) and 73.7 w/w (black), respectively.
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the miscibility of both triolein and methanol substrates with the as-
sayed ILs (see Fig. 3). Thus, reaction mixtures shifted from a fully
clear monophasic medium (for the [C;gmim][NTf;] case), towards
different two phase reaction systems, where the size of triolein
layer increased with decreasing the length of the alkyl chain of cat-
ion. Furthermore, as the overall IL concentration has been shown as
key parameter to achieve the full solubilisation of the reaction mix-
ture (see Fig. 3), its influence on the catalytic efficiency of Novozym
435 for biodiesel synthesis was also studied. Fig. 4B shows the
resulting biodiesel yield after 8 h of reaction for six different [1-al-
kyl-3-methylimidazolium][NTf;] ILs, as a function of the length of
the alkyl chain of the cation, and for three different IL concentra-
tions, i.e. 16.4, 46.7 and 73.7% w/|w, respectively. The increase in
the IL concentration resulted in the enhancement in biodiesel yield,
which improved by increasing the length of the alkyl side chain of
cation. As both [C4ymim][NTf;] and [Cgmim|[NTf,] ILs were unable
to dissolve triolein, the enzyme showed moderate activity for bio-
diesel synthesis (up to 44% yield in 8 h) in all the resulting biphasic
systems. However, the enzyme was able to reach full triolein con-
version in biodiesel at different [C;4mim][NTf;], [C;gmim][NTf;]
and [C;gmim][NTf;] contents. The higher IL content should clearly
be related with the better organisation of these nano-structured
reaction media, which allowed hydrophobic molecules (i.e. triolein)
to reside in less polar regions, and polar species (i.e. methanol) to
undergo faster diffusion in the more polar regions [30]. Thus, it also
was reported how this extremely ordered supramolecular structure
of ILs in liquid phase might also be able to act as a “mould”, stabi-
lizing the active 3-D structure of the enzyme in these non-aqueous
nano-environments [28,31]. The decrease in the IL content could
also be related with an enhancement of the direct interaction be-
tween denaturing methanol molecules with the enzyme. In the
same context, the decrease in the hydrophobicity of the IL might in-
volve a loss in the molecular organisation of these reaction media
containing hydrophobic substrates with large alkyl chains (e.g. tri-
olein), that results in decreased mass-transport efficiency towards
the enzyme microenvironment and so, in the catalytic efficiency
for biodiesel synthesis.

The influence of the nature of anions (i.e. [NTf;], [PFg] and [BF4])
of these hydrophobic ILs on the ability of the enzyme to catalyze
biodiesel synthesis was also studied. To compare results, the tem-
perature was increased up to 85 °C to improve the melting/solu-
bilisation of most of the assayed ILs, thus testing the biocatalytic
reaction in liquid media (see ESI). Table 1 shows the phase behav-
iour of the resulting IL/triolein/methanol (IL/S phase) and IL/methyl
oleate (IL/P phase) mixtures at three different IL content (i.e. 16.4,
47.7 and 73.9 w/w, respectively), as well as the biodiesel yield pro-
duced by the enzyme for each reaction system. As can be seen, bio-
diesel yields in ILs based on [PFs] and [BF4] were clearly lower than
those obtained for [NTf;] ILs, thus demonstrating the key role of
the hydrophobicity of the anion ([NTf,] > [PFs] > [BF4] of these ILs
to carry out this enzymatic reaction in liquid media. These results
again could be related with the phase behaviour of these reaction
systems, where heterogeneous multiphasic systems were shown
in most cases. Thus, while the enzyme showed a low level activity
in ILs based on [PFg] (<40% biodiesel yield in 8 h), it was practically
inactive for ILs based on [BF,], including the highest IL concentra-
tions. Once again, ILs based on the most hydrophobic anion (i.e.
[NTf;]) provided the best results for the enzymatic synthesis of bio-
diesel by increasing either the size of the alkyl chain of cation or
the IL concentration at 85 °C. In this way, the excellent protective
effect of ILs based on [NTf,] on enzyme activity against denaturing
agents (e.g. temperature, methanol, etc.) has been reported
[18,31,32], and should be considered as an added value of ILs for
enzymatic biodiesel synthesis. The observed improvements for li-
pase-catalyzed synthesis of biodiesel in ILs reaction media by the
increase in the alkyl chain length of the cation (e.g. [Emim)],
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[Bmim], [Hmim] and [Omim]) have been also reported by other
authors, the best result (up to 80% biodiesel yield in 20 h) being ob-
tained for the [Omim][NTf;] case [17].

3.3. Continuous enzymatic reactor for biodiesel synthesis in
hydrophobic ILs/scCO, biphasic systems

Biphasic catalytic systems based on a combination of ILs and
scCO, with enzymes may represent the most important “arsenal”
of green tools for developing integrally clean chemical processes
of industrial interest in the near future [28,29]. In this context, a
biocatalytic packed bed reactor, containing immobilized lipase
particles coated with ILs, was developed to carry out the continu-
ous synthesis of biodiesel in scCO, phase (see Fig. 2). The system
operated as a biphasic reactor, the substrates being transported
by the scCO, phase to the biocatalyst microenvironment across
the IL layer, and the products returning to the supercritical phase
(see Fig. 1), in order to produce directly pure biodiesel. Five differ-
ent ILs, ie. [C;gmim][NTf;], [Cigmim][PFg], [C;gmim][BF4],
[C14smim][NTf;], [Ci4mim][PFs], were assayed, and each Nov-
ozym-IL system was continuously tested for 8 h cycles (see
Fig. 5). It was reported how the solubility of triolein in scCO, is
enhanced by increasing pressure (150-350 bar), temperature
(40-80 °C) as the scCO, density increases, and by the presence of
a low amount of methanol (up to 5% v/v) as cosolvent [33]. As a
function of these data, the operational conditions (i.e. scCO, at
60°C and 180bar, 5.1 and 10.2 umol triolein min~! and
244.4 pmol methanol min~') were selected to provide the full
solubilisation of substrates at the reactor inlet. As can be seen in
Fig. 5, the proposed reactor was suitable for the continuous synthe-
sis of biodiesel, resulting in a full conversion of substrate in four
Novozym-IL systems (i.e. [C;smim|[NTf;], [C;gmim][PFs], [C14mim]
[NTf,] and [C;4mim][PFg]) during the first five operation cycles,
where the triolein inlet flow was 5.1 umol min~'. The coating of
the enzyme with [C;gmim][BF4] provided the worst results, the
biodiesel yield being reduced up to 31% after three operational cy-
cles, probably because of the hydrophilic character of [BF,] anion,
which provided a poor ability of this IL to dissolve both triolein
and methyl oleate (see ESI), and so, to transport triolein from the
scCO, phase to the active site of the enzyme. The use of the immo-
bilized enzyme without coating with IL showed a full triolein
transformation to methyl oleate during the first three operational

A | B

Biodiesel Yield (%)

2 4 6 8 10 12
Operation Cycles

Fig. 5. Operational stability for continuous biodiesel synthesis catalyzed by
Novozym 435 coated with IL ([C;gmim][NTf;] (a), [C;smim][PFs] (M),
[Cigsmim][BF4] (#), [C;4amim][NTf;] (A), [C;4mim][PFg] (O) and none (O), respec-
tively) in scCO, at 60°C and 180bar, and at 5.1 pmol triolein min~' and
244.4 umol methanol min~! (A), or 10.2 pmol triolein min~" and 244.4 umol meth-
anol min~! (B) mass-flow rates, respectively. Each point corresponds to the middle
value of all samples obtained during each 4 h cycle.

cycles, then being continuously reduced. This decrease in the enzy-
matic activity could be attributed to the reported denaturing effect
of scCO, on enzymes [28], and/or by the low efficiency of the
hydrophobic scCO, phase to transport the hydrophilic by-product
glycerol [34], which could be retained around the enzyme micro-
environment leading to the continuous biocatalyst poisoning by
the prevention of the entry of new triolein substrate molecules
[3]. However, the increase by two-fold of triolein inlet flow (from
5.1 to 10.2 pmol min~!) led to a fall in the biodiesel yield for all
cases. The best results were obtained for the Novozym-
[C1smim][PFg] system, where a high biodiesel yield (82%) was ob-
tained after 12 cycles of continuous operation. These results could
be explained as a function of the phase behaviour of IL/triolein/
methanol and IL/methyl oleate mixtures, as well as, by its influence
on the enzyme activity. In this context, the excellent ability of
[C1smim][NTf;] to dissolve triolein could clearly be in the reason
for the highest biodiesel yield obtained during the first six cycles
in scCO, conditions. However, the full miscibility of this IL with
both the triolein substrate and the methyl oleate product (see
Fig. 3 and ESI) could also be involved in the continuous activity de-
cay observed at long operation cycles. Thus, an excess in the trio-
lein inlet flow or the continuous release of biodiesel product
from the enzyme particle to the scCO, flow may dissolve the pro-
tective IL shell, enhancing the continuous enzyme deactivation. In
fact, peaks corresponding to this IL were observed in GC analysis of
the outlet product (see ESI). However, product samples obtained
from the Novozym-|[C;gmim|[PFs] outlet flow did not show peaks
corresponding to the release of this IL, which could be related with
the improved operational stability showed by the immobilized en-
zyme coated with this IL. The poor miscibility of [C;gmim][PFg]
with triolein or methyl oleate with respect to [C;gmim][NTf;], to-
gether the high melting point of this IL (82 °C) could be involved
in the preservation of the IL shell around the enzyme particles un-
der continuous scCO, flow at 180 bar and 60 °C. Additionally, it
was reported that ILs exhibits a melting point depression (even
exceeding ATm of 100 °C) in scCO, [35], and this fact could be a
further indication towards the better stabilization of the enzyme
by the [C;gmim][PFs] shell in liquid state, thus protecting the lipase
from methanol and scCO, induced deactivation. The ability of
scCO, to extract hydrophobic compounds (e.g. olefins) from ILs
has been widely described, where the partitioning behaviour of or-
ganic compounds between both IL an scCO, phases is clearly
dependent on the nature of the IL and the supercritical conditions.
The use of scCO, (35 °C, 85 bar) to discontinuously extract butyl
oleate from the IL methyltrioctylammonium trifluoroacetate has
been reported as a later step of the enzymatic butanolyis of trio-
lein. The best results for this enzymatic reaction (90% butyl oleate
yield) were obtained at 80% IL content, but data about the effi-
ciency for the butyl oleate extraction with scCO, were not provided
[36].

4. Conclusions

The suitability of enzymes to continuously catalyzed biodiesel
synthesis under green non-aqueous reaction media, such as IL
and scCO,, has been demonstrated. The unique properties of long
chain ILs, providing a microenvironment for enzyme-catalyzed
reactions, led to a clear improvement in the efficiency for biotrans-
formation of vegetable oil to biodiesel. Additionally, the IL anion
also plays an important role on this efficiency, which is improved
by the increase in its hydrophobicity (i.e. [NTf;] > [PFg] > [BF4]).
Accordingly, the enzymatic synthesis of biodiesel in IL/scCO, bi-
phasic systems under continuous operation can easily be achieved
because of the suitability of the supercritical phase to efficiently
transport the biodiesel product. However, further studies towards
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designing to provide a permanent coating of enzyme with hydro-
phobic ILs (e.g. by using covalently supported ionic liquid phases,
(SILPs) [37]) should improve the operational performance of these
biocatalytic systems in continuous processes for biodiesel synthe-
sis in scCO,. This approach may bring to the biofuel industry a clear
strategy for developing continuous integral sustainable processes
for biodiesel synthesis.
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The inside cover picture shows a continuous reactor, containing immobilized lipase onto a poly-
meric matrix with covalently attached ionic liquid phase (SILLPs), to synthesize biodiesel in su-
percritical CO, from vegetable oil and methanol. In their paper on page 790, Lozano and co-
workers describe the preparation and extraordinary performance of different nanostructured
supports applied to immobilize Candida antarctica lipase B (CALB). The suitability of these immo-
bilized lipase derivatives to carry out the synthesis of biodiesel by methanolysis of triolein in su-
percritical CO, was excellent, leading up to 95% biodiesel yields with high operational stability.
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Different nanostructured supports, based on 1-decyl-2-methyi-
midazolium cations covalently attached to a polystyrene di-
vinylbenzene porous matrix, were used as carriers to immobi-
lise Candida antarctica lipase B. The suitability of these immo-
bilised lipase derivatives for the synthesis of biodiesel (methyl
oleate) by the methanolysis of triolein has been tested in both
tert-butanol and supercritical (sc)CO, (18 MPa, 45°C) as reac-
tion media. The use of modified supports with low ionic-liquid
loading covalently attached to the main polymeric backbone

Introduction

Due to the depletion of the world’s petroleum reserves and in-
creasing environmental concerns, there is a high demand for
alternative sources of petroleum-based fuel, including diesel
and gasoline fuels. Biodiesel, a clean renewable fuel, has re-
cently been considered as the best candidate for a diesel sub-
stitute as it can be used in any compression ignition engine
without the need for modification.!" Biodiesel is composed of
fatty acid methyl esters (FAMEs) and is obtained by the trans-
esterification of vegetable oils or animal fats with an alcohol,
usually methanol. The synthesis of FAMEs can be catalysed by
basic or acidic catalysts in either a homogeneous or heteroge-
neous phase. The conventional industrial process favours ho-
mogeneous basic catalysts such as alkaline hydroxides (e.g.,
NaOH, KOH and NaOCH,) due to higher reaction rates and the
requirement of lower reaction temperatures (25-70°C) and
pressures (atmospheric). However, the base-catalysed reaction
generates a certain amount of water, which leads to the hy-
drolysis of esters and subsequently causes saponification reac-
tions. The formation of soap decreases the yield of FAMEs and
leads to difficulties in the downstream separation process and,
thus, increases the operational cost.” Additionally, glycerol re-
covery and the removal of inorganic salts remain important
issues because of the production of large amounts of waste
water.”

Many of the drawbacks associated with chemical catalysts
can be overcome by using lipases for enzymatic transesterifica-
tion. Biocatalysts (i.e., lipases) allow the synthesis of specific
alkyl esters, the easy recovery of glycerol and the transesterifi-
cation of fat substrates with high free-fatty-acid content. How-
ever, one of the common limitations with the use of enzyme-
based processes is the high cost of the enzyme, and it is nec-
essary to develop reusable biocatalyst derivatives with high
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chains provide structured materials that led to the best biodie-
sel yields (up to 95%) and operational stability (85% biodiesel
yield after 45 cycles of 8-4 h) in scCO, (45°C, 18 MPa). The
presence of tert-butanol as an inert cosolvent in the scCO,
phase at the same concentration as triolein was key to avoid
poisoning the biocatalyst through the blockage of its active
sites by the polar byproduct (glycerol) produced in the biodie-
sel synthesis.

operational stability to be applied in continuous processes. In
addition, the two-phase reaction systems generated by the im-
miscibility of triacylglycerides (e.g., triolein) and alcohols (e.g.,
methanol) generally lead to a decrease in the catalytic efficien-
cy of the enzyme because of the fast deactivation that results
from direct contact with methanol and the low efficiency of
substrate transport towards the enzyme microenvironment. All
these facts result in a decrease of both, the turnover frequency
and the number of recycling operations of biocatalysts."”
Medium-engineering approaches to achieve monophasic re-
action media have provided the best results. Thus, tert-butanol
has been reported as a good organic cosolvent to achieve the
full solubilisation of methanol in vegetable oil, which results in
a good biocatalytic efficiency (up to 97 % biodiesel yield after
24 h at 50°C) because direct interaction between the enzyme
and pure methanol is avoided.” Supercritical (sc)CO, could be
a good choice as a green solvent for the enzymatic synthesis
of biodiesel, but moderate yields and low operational stability
of the enzyme have generally been reported.” However, it has
recently been described that the enzymatic biodiesel yield can
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be improved (up to 99%) by the appropriate selection of su-
percritical conditions in continuous operation” and by the
stepwise addition of methanol to prevent deactivation in dis-
continuous operation.””!

The biocatalytic synthesis of biodiesel in ionic liquids (ILs)
was also reported.®! When the assayed ILs were based on the
short-chain 1,3-dialkylimidazolium cation (e.g., [Bmim][PF,] and
[Bmim][NTf,]; Bmim = 1-butyl-3-methylimidazolium, NTf,=bis-
(trifluoromethylsulfonyl)imide), the resulting two-phase reac-
tion media provided a moderate biocatalytic efficiency (up to
90% biodiesel yield for 24 h at 60°C).* Similar phenomena
were observed for the IL-supported acid/base-catalysed
production of biodiesel.” However, ILs based on hydrophobic
anions and cations with large alkyl side-chains (e.g., 1-
methyl-3-octadecylimidazolium bis(trifluoromethylsulfonyl)i-
mide, [C,mim][NTf,]) were able to dissolve both triolein and
methanol to provide single-phase reaction media, which
showed an excellent suitability for the biocatalytic synthesis of
biodiesel, that is, up to 96% yield in 6 h at 60°C."”

Biocatalysis in IL/scCO, biphasic systems has emerged as an
exceptionally interesting approach to design continuous clean
processes that directly provide pure products because the ad-
vantages of scCO, for mass transport are complemented by
the high catalytic efficiency of enzymes in ILs, which results in
an efficient tool to develop green processes."" In the case of
biodiesel synthesis, it has been reported that coating immobi-
lised lipase (Novozym 435) particles with [C,gmim][NTf,] results
in an efficient biocatalytic system for continuous biodiesel syn-
thesis in scCO, (95% yield at 18 MPa and 60 °C). However, the
continuous release of the biodiesel product from the enzyme
particle to the scCO, flow dissolves the protective IL shell,
which results in the continuous decrease of the enzyme activi-
ty'? These results underline the necessity to develop ap-
proaches for the permanent protection of the enzyme by ILs
under scCO, continuous operation for biodiesel synthesis. Fur-
thermore, as some ILs have been described as being not fully
green solvents because of their low biodegradability and high
(eco)toxicological properties, the design of reaction systems
based on reduced amounts of ILs are encouraged.™

Therefore, there is a need to immobilise ILs on solid materi-
als while keeping their specific properties."” The development
of solid supports with the IL phase covalently attached is
a step towards reducing the amount of ILs used in catalytic
processes in scCO,."™ By this approach, IL properties are trans-
ferred to the solid phase, which leads either to particles or
monolithic supported IL-like phases (SILLPs)."® These kinds of
materials, which have tuneable properties, can be prepared on
demand and have been shown to efficiently immobilise differ-
ent catalysts. Indeed, the microenvironment provided by these
“solid IL phases” can be modified by the modulation of the
design vectors of the SILLPs. This allows, for instance, the fine
tuning of the catalytic properties and the synthesis of immobi-
lised metallic nanoparticles with controlled size distribution.!"”
Bioreactors based on Candida antarctica lipase B (CALB) ad-
sorbed onto SILLPs have been successfully applied as macro-
porous monolithic miniflow systems for the continuous synthe-
sis of citronellyl propionate in scCO,, ™ as well as the kinetic
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resolution (KR) and the dynamic kinetic resolution (DKR) of rac-
1-phenyhlethanol,"®' showing in both cases an excellent enzy-
matic activity and operational stability.

In this context, we show here for the first time a continuous
bioreactor for the synthesis of biodiesel in scCO, by using im-
mobilised CALB on different nanostructured SILLPs as enzyme
carriers. The SILLPs are based on covalently attached 1-decyl-2-
methylimidazolium moieties grafted onto a polystyrene divinyl-
benzene (PS-DVB) polymeric matrix (Figure 1). The suitability
of the different CALB-SILLP immobilised derivatives for the cat-
alytic methanolysis of triolein has been studied. The best im-
mobilised derivates were assayed for the continuous synthesis
of methyl oleate in scCO,, which demonstrated the suitability
of the proposed green continuous bioreactor for the continu-
ous synthesis of biodiesel.

> scCO2 flow

WV MACoo.cH,
Biodiesel
CH30H
(0]0]0AVAVAVAVVAVAV,Y] OH
EOOC’\/\NVV\/\N EOH
(010 eAAAVAVVVY, OH

Triolein Glycerol

PS-DVB
polymeric matrix

Figure 1. Representation of a lipase immobilised on covalently supported IL-
like phases (SILLPs), which catalyze the synthesis of biodiesel (methyl oleate)
by methanolysis of triolein in scCO,.

Results and Discussion
Synthesis and characterisation of SILLPs

As SILLPs are tailormade carriers, an appropriate design at the
macro- and microstructural level may provide both an efficient
solid support for the immobilisation and stabilisation of the
biocatalyst (CALB)"™® and the required microenvironment for
biodiesel synthesis. This can be accomplished as a function of
the covalently attached IL moieties, that is, the length of the
alkyl side-chain in the imidazolium units, the nature of anion,
etc."” Thus, the synthesised materials should provide good
access for both immiscible substrates (e.g., triolein and metha-
nol) to the enzyme active site and easy isolation of the syn-
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thesised methyl oleate by using scCO, as the delivery and ex-
traction vector.""'? Two different types of functionalised PS-
DVB resins were evaluated (Figure 2). The first was a PS-DVB
bead-type macroporous resin with two different degrees of
functionalisation (1.2 and 5.5 mmolqg—1). The chloromethyl

/
¥
its

M IL-like un
@NW

[CI] or [NTF,]

macroporous Rasta

Figure 2. Schematic representation of SILLPs based on PS-DVB polymeric
matrices used for lipase immobilisation.

groups in the polymeric backbone allowed the covalent at-
tachment of the 1-dodecyl-2-methylimidazol units by simple
alkylation. In addition, a highly functionalised (4.3 meq per Cl)
PS-DVB Rasta-type resin was used to obtain the second type
of supported IL. The different SILLPs were obtained by the re-
action of a suspension of the starting PS-DVB material and an
excess of imidazole in DMF at 90 °C. As shown in Figure 2, the
main difference between the types of polymeric resins was
their molecular architecture. Although all resins are based on
a PS-DVB polymeric framework, the functional groups on the
macroporous resin are located on the main polymeric chain,
whereas they are located in the more flexible side-chains that
emanate from the cross-linked polymeric network in the Rasta-
type resins. Rasta-type resins are usually obtained by postpoly-
merisation from a functionalised polymeric PS-DVB back-
bone.'? These modified solid phases (SILLPs) are suitable for
CALB immobilisation by both electrostatic and hydrophobic in-
teractions.” Furthermore, as ILs based on hydrophobic anions
and cations with large alkyl side-chains (e.g., [C;smim][NTf,])
were able to dissolve both triolein and methanol and provide
a single-phase reaction medium,"® it is expected that SILLPs
that bear long-chain imidazolium units should favour the
mass-transport of substrates during biodiesel synthesis. Addi-
tionally, to have a macroporous support for comparison, the
immobilisation of CALB on to a commercial Amberlyte XAD4
resin was also evaluated. PS-DVB resins have already been
shown to be a good potential matrix for enzyme immobilisa-
tion, showing high activities in hydrolysis and esterification re-
actions.”" Table 1 shows the most characteristic parameters of
the obtained SILLP resins.
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Table 1. Characteristics of the SILLPs and enzyme loading.

Entry  Support®? Anion Loading® W9 T, Immob. lipase
mmolg™ (%]  ['A [MJporGsup ]
1 A - - - - 107
2 B, Cl- 0.95 (24) 2.1 251 220
3 By c- 2.47 (64) 6.2 262 169
4 C NTf, 077 48) <1 - 191
5 Cu NTf,~ 140 (87) <1 - 176
6 D - 2.21 (83) 4.6 - 9.4
7 E NTf,” 1.42 (88) <1 - 8.4

[a]l A: Amberlite XAD4; B: SILLP (CI7) prepared from a PS-DVB Merrifield
macroporous resin with either 1.2 meqg™ (L) or 5.5 meqg™' (H) nominal
loading; C: SILLP (NTf,”) prepared from support B by anion exchange;
D: SILLP (CI7) prepared from a PS-DVB Merrifield Rasta-type resin (1%
cross-linking, 43 meqg™'); E: SILLP (NTf,") Rasta-type resin prepared
from support D by anion exchange. [b] Determined by means of elemen-
tal analysis (% by weight of IL-like units). [c] Percentage of water content
calculated by TGA after equilibration at room temperature over 24 h.
[d] Temperature of decomposition calculated by means of TGA.

The complete conversion of the chloromethyl groups in the
imidazolium salt was assessed by means of FTIR and Raman
spectroscopy and the 4-(4-nitrobenzyl)pyridine (NBP) test.”?
Figure 3 displays the Raman spectra of the different SILLPs,
which show the disappearance of the bands associated with
the chloromethyl groups (7~ 1267 and 680 cm™') and the ap-
pearance of bands characteristic of 1-decyl-2-butylbenzylimida-
zole mainly at approximately #=1512cm™". The four resins
with a low loading of [C;;mim][Cl] functional groups show
characteristic Raman bands (¥=1611.3, 1511.3, 1184.3 and
645.3 cm™) that are slightly redshifted compared to those for
the SILLPs with high loadings (?=1614.5, 1512.3, 1189.3 and
646.6 cm").">! This suggests a stronger interaction between
the IL-like groups in the SILLPs with low loadings, which could
be attributed to better supramolecular organisation as a result
of the easier accommodation of the large aliphatic chains. This
is particularly relevant when chloride is present as the counter-
anion.

In the same way, the IR spectra of the SILLPs also show char-
acteristic peaks associated with the IL-like moieties.”” Thus, for
instance, the attenuated total reflectance (ATR)-IR spectra of
the B, and D supports present bands similar to the related IL
[C,0C,BzIM][CI] prepared by the alkylation of 1-dodecyl-2-meth-
ylimidazol with benzyl chloride (Figure 4). The use of starting
polymers with different properties and morphologies, after
modification with alkylimidazolium groups, allows us to tailor
the characteristics of the resulting SILPPs. Hence, important
properties such as thermal stability and hygroscopicity can be
significantly modified by taking the nature of the counterion
into account. Both properties can be estimated by means of
thermal analysis. Thus, measuring the weight loss at low tem-
peratures (up to ca. 100°C), the water content of the material
can be calculated by using thermogravimetric analysis
(TGA).'*®! For this purpose, the different resins were initially
left in contact with air under the same conditions for 24 h. The
starting Merrifield resins do not present any water uptake as
shown by the absence of any weight loss between 40-200°C.
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ity has been established, and all
of the samples have been stable
up to approximately 200°C.

The differential scanning calo-
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shown in Figure 6 present differ-
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thermal transitions apparently
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Figure 3. Raman spectra of the different SILLPs prepared. a) SILLP B, (bottom) vs. PS-DVB Merrifield macroporous place, depend on the structure
resin (1.2 meqg™, top), b) SILLP By (bottom) vs. PS-DVB Merrifield macroporous resin (5.5 meqg~', top), c) SILLP of the polymeric backbone.

D (bottom) vs. PS-DVB Merrifield Rasta-type resin (4.3 meqg', top) and d) SILLP B, (top) vs. SILLP B, (bottom).
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Figure 4. ATRIR spectra of 1-dodecyl-2-methyl-3benzyl-imidazolium chloride
([C,0C,BzIMI[CI], solid line), support B, (dotted line) and support D (dash
dotted line).

In this regard, IL-based polymeric materials have been recently
reported as efficient humidity absorbers.?® Figure 5 shows the
TGA curves obtained for the six different supports evaluated.
Thus, for modified macroporous resins, the water content
varies from ca. 6.2-2.1% depending on the degree of function-
alisation, with the resins with low loadings showing the lowest
water contents. The exchange of CI~ by NTf,™ significantly re-
duces the hygroscopicity of the SILLPs, which is a clear indica-
tion of the lower polarity provided by the IL-like phase in
these materials. The Rasta-type polymers (supports D and E)
present similar tendencies to those of the high loading macro-
porous resins, although with a slightly lower water content
(4.6%). TGA-differential thermal analysis (DTA) also allows
a simple evaluation of their thermal stability. Reasonable stabil-
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Figure 5. TGA curves of the different SILLPs. a) Support B (SILLP-[C,,mim]
[Cl1, solid line) vs. support C (SILLP-[C,,mim][NTf,], dotted line) prepared
from PS-DVB Merrifield macroporous resin with low functional loading,

b) support B (SILLP-[C,,mim][CI], solid line) vs. support C (SILLP-[C,,mim]-
[NTf,], dotted line) prepared from PS-DVB Merrifield macroporous resin with
high functional loading and c) support D (SILLP-[C,,mim][Cl], solid line) vs.
support E (SILLP-[C,,mim][NTf,], dotted line) prepared from PS-DVB Merri-
field Rasta resin.

clear that different patterns of supramolecular interactions can
be established between the IL-like moieties based on either in-
termolecular hydrogen bonding or Coulombic interactions.
Hence, the higher T, values observed for support B, (51°C)
compared to support B, (40°C), suggest a more ordered struc-
ture, most likely through anion-cation interactions, for sup-
ports with a lower imidazolium loading, which is in good
agreement with that observed by means of spectroscopy. The
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Figure 6. DSC curves for the different SILLPs at the third heating and cooling
run (10°Cmin~"). Solid line: support D prepared from the PS-DVB Merrifield
Rasta-type resin. Dotted line: support B prepared from PS-DVB Merrifield
macroporous resin with high functional loading. Dashed line: support E
Rasta-type resin prepared from support D by anion exchange.

comparison between support D derived from a Rasta-type
resin and support By is more complex to rationalise, as not
only the loading (83 and 64 wt%, respectively), but also the
polymeric architecture are varied. In this case, a slightly higher
T, value was established for support D (46 °C) with respect to
B, (40°C). As the spectroscopic studies suggested, a more or-
dered structure for the case in which the imidazolium groups
are located on the surface of the main polymeric backbone
(By), the difference in T; may be attributed to interchain inter-
actions in the case of support D, which are not directly associ-
ated with the IL-like fragments.

Synthesis of CALB-SILLP derivatives

The enzyme was immobilised by simple adsorption of an aque-
ous solution of CALB onto the SILLPs by mixing an aqueous
solution of the enzyme (1.5 mL, 15.1 mgmL™") with the sup-
port (1 g of Amberlite XAD4 or the corresponding SILLP) for
5 h at room temperature. The supernatant was recovered, and
the support was washed with water to remove any unretained
enzyme. Table 1 summarises the enzyme loadings obtained
under those conditions for the different supports assayed. All
of the polymers were able to absorb the protein, with loadings
ranging from approximately 8-23 mg,eng ' of support.
SILLPs derived from a macroporous PS-DVB matrix that bears
[C,omim] IL-like groups on the main polymeric chain show
a twofold increase in the amount of adsorbed enzyme (Table 1,
entries 2 and 4) with respect to the unmodified PS-DVB sup-
port (Table 1, entry 1). This suggests that both hydrophobic
and Coulombic interactions are involved in the enzyme immo-
bilisation mechanism (whereas the latter is not possible when
Amberlite XAD4 was used as the support). The correct balance
between these interactions seems to be an important factor to
achieve high enzyme loadings. A slight reduction of the
amount of immobilised protein was observed when the load-
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ing of imidazolium groups was increased (Table 1, entry 2 vs. 3
and entry 4 vs. 5). Unexpectedly, the nature of the anion, CI~
or NTf,”, does not have a significant effect on the ability of
supports to absorb the enzyme, whereas the structure of the
polymeric backbone seems to have an active role. Indeed,
SILLPs derived from Rasta-type resins adsorb less protein than
the SILLPs derived from high loading macroporous resins (en-
tries 6 and 7), which is similar to that obtained for the unmodi-
fied macroporous PS-BVD carrier (Table 1, entry 1). For the
Rasta-type resins, the high ionic loading of the chains protrud-
ing from the main PS-BVD chain and their flexibility can pro-
duce an extensive encapsulation of the enzyme. This phenom-
enon is not accompanied by covalent cross-linking of the
chains, which hampers the incorporation of additional enzy-
matic units.'¥

Biodiesel synthesis in a monophasic liquid medium

The activity exhibited by each CALB-immobilised derivative
was evaluated for the synthesis of biodiesel in a liquid reaction
medium and discontinuous operation method. tert-Butanol
was selected as the cosolvent because of its ability to provide
full solubilisation of both triolein and methanol, resulting in
a clear, homogeneous reaction medium compatible with both
the reactants and the enzyme catalysts.” Table 2 summarises

Table 2. Influence of the nature of the immobilisation support on the
lipase-catalysed synthesis of methyl oleate (biodiesel) from triolein and
methanol in tert-butanol medium at 45°C.
Entry Support® Anion Activity Biodiesel yield
Ugy, '] at 24 h [%]

1 A - 12.3 (1.15)® 52

2 B, cl- 33.1 (1.50)® 87

3 By cl- 28.9 (1.71)® 81

4 C NTf,” 49.8 (2.61)" 95

5 Cy NTf, 424 (2.41)" 92

6 a- 11.1 (1.18)"® 34

7 E NTf, 5.7 (0.68)" 8
[a] See Table1 for support characteristics. [b] Specific activity
[U mgproteinq]

the results obtained in terms of both enzyme activity and bio-
diesel yield obtained after 24 h of reaction at 45°C. The best
results were achieved with CALB-SILLPs derived from Merri-
field macroporous resins with either high or low degrees of
functionalisation, resulting in biodiesel yields from 81-95%.
These results are significantly better (two- to fourfold) than
those obtained for the CALB-Amberlite XAD4 derivative, which
demonstrates the key role of the IL-based microenvironment
of the support. Thus, the presence of IL-like units seems to
have a positive effect on the enzymatic activity for biodiesel
synthesis. The catalytic efficiency of these immobilised deriva-
tives in liquid medium was similar to those reported for com-
mercially available immobilised lipases. For example, Halim and
Kamaruddin®' reported biodiesel yields of up to 75% in 12 h
by using Novozym 435 in the methanolysis of waste palm oil.
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The combination of two immobilised lipases (Novozym 435
and Lypozym RM) improved the biodiesel yield to up to 85%
in 20 h for this type of oil.*? However, the best results for No-
vozym 435-catalysed biodiesel synthesis in a tert-butanol
medium were obtained for the methanolysis of cottonseed oil
(up to 97 % yield in 24 h).?

When the nature of the counterion was considered, an in-
crease in the activity of about 1.5-fold was observed when ClI~
was exchanged with NTf,”. The more hydrophobic microenvir-
onment provided by NTf,” on the SILLP surface could facilitate
a more efficient enzyme conformation as well as a higher ac-
cessibility of the oil substrate to the active centre of the
enzyme in these monophasic media, leading to an increase in
the observed activity.""'? Furthermore, Rasta-type SILLPs led
to biocatalysts with lower activities (Table 2, entries 6 and 7),
which could be attributed to a decrease in the IL-protective
effect against methanol for some adsorbed enzyme molecules
because of the reduced number of anchoring points for the
loading of the same IL-like groups on the immobilisation sup-
port (cf. Table 1, entries 3 and 6). This highlights the impor-
tance of the structure formed by the supported IL-like units to
define the properties of the CALB-SILLPs.['52"

Continuous biodiesel synthesis in scCO,

Biphasic catalytic systems based on a combination of ILs and
scCO, with enzymes may represent the most important “arsen-
al” of green tools to develop clean chemical processes of in-
dustrial interest."®'®?” |n this context, a biocatalytic packed-
bed reactor that contained immobilised lipase on SILLP parti-
cles was developed to carry out the synthesis of biodiesel in
scCO, (Figure 1). The system operated with a continuous feed
of substrates, which were transported by the scCO, phase to
the biocatalyst-IL microenvironment, and the products were
returned to the sc phase (Figure 7) to directly produce pure

Covalently
attached IL shell

Back-pressure
Regulator

co, |§ E[;] Biodiesel

scCO,
pump

Figure 7. Experimental setup for the packed-bed reactor containing immobi-

lised lipase on SILLPs for continuous biodiesel synthesis by the methanolysis
of triolein. T: triolein, M: methanol, G: glycerol, B: methyl oleate (biodiesel).
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biodiesel. First, the suitability of the CALB-SILLP derivative pre-
pared from a macroporous resin with a low functional loading
(B, support) was tested.

It has been reported that the solubility of triolein in scCO, is
modified by pressure, temperature and methanol content.*?”
Thus, the operational conditions (i.e., scCO, at 60°C and
18 MPa, 10.2 umOlyiieinMin~' and 244.4 umol, emano Min~') were
selected to provide the full solubilisation of the substrates at
the reactor inlet."” As shown in Figure 8, the proposed reactor

Step1 |Step2 |Step3

|

100 :
|

80 [ |
|

60 | 1

40 |

Biodiesel yield (%)

20

0 10 20 30 40
Operation cycles

e

Figure 8. Operational stability of continuous biodiesel synthesis catalysed by
CALB immobilised on SILLP-[C,,mim][Cl] prepared from a macroporous resin
with low functional loading (300 mg, support B) under scCO, at 45°C and
18 MPa, fed with triolein (10.2 umolmin~") and methanol (244.4 pmolmin™").
Each point corresponds to the middle value of all samples obtained during
each 6 h cycle. Steps 1 and 2 correspond to operation cycles without tert-
butanol. The immobilised enzyme was washed with 4 mL tert-butanol at the
end of each step. Step 3 corresponds to operation cycles with a continuous
feed of tert-butanol (10.5 pmolmin™).

was suitable for the continuous synthesis of biodiesel, resulting
in 78-95% yields for a first cycle of 6 h of continuous opera-
tion. No enzymatic activity was detected at the reactor outlet,
which was attributed to the insolubility of the proteins in sc
fluids."® However, the biodiesel yield was continuously re-
duced down to approximately 30% after ten further cycles of
6 h (Figure 8, step 1), which could be related to the deactiva-
tion of the biocatalyst."? However, washing the CALB-SILLP
derivative with tert-butanol led to the full recovery of the cata-
lytic activity, resulting in up to 98% biodiesel yield for the new
cycle after washing (cycle 11). This was attributed to the low
efficiency of the hydrophobic scCO, phase to transport the hy-
drophilic byproduct glycerol out of the active sites. Thus, it
was retained on the IL layer of the support, which led to con-
tinuous biocatalyst poisoning and prevented the entry of fresh
substrate molecules (triolein) to the active sites. Once again,
the catalytic efficiency of the immobilised lipase was continu-
ously reduced down to approximately 50% biodiesel yield for
ten additional cycles of continuous operation (Figure 8, step 2),
and the activity was then recovered by washing with tert-buta-
nol (cycle 21).

In this context, the suitability of this immobilised biocatalyst
was tested under continuous feed conditions using tert-buta-
nol as the cosolvent in the substrate inlet at 1:1 (mol/mol) con-
centration with respect to the triolein mass-flow (Figure 8,
step 3). The catalytic activity shown by the enzyme was practi-
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cally constant during the following additional 20 operation
cycles (i.e., 72-95% biodiesel yield). These results indicate the
importance of mass-transfer limitations to achieve long-term,
continuous, stable, biocatalytic systems for the biodiesel syn-
thesis.

The influence of the nature of the IL moieties of the SILLPs
on the catalytic activity of CALB for biodiesel synthesis under
scCO, conditions was also studied under continuous flow con-
ditions by using tert-butanol as the cosolvent in the methanol
inlet flow. Figure 9a shows the biodiesel mean yield obtained

100 -
a)
80 |
60 |-

40 -

Biodiesel yield (%)

N

A B B, C C, D

Enzyme immobilisation support

TN

100 [~ === —m e

80 |-

60 |-

40 -

Biodiesel yield (%)

0 ) ! ) ) !
1 2 3 4 5

Operation cycles ——=

Figure 9. a) Influence of the enzyme-immobilisation support on the biodiesel
yield obtained by the methanolysis of triolein in scCO, (18 MPa, 45 °C).

b) Operational stability of immobilised lipase on B, (¥), B, (»), C, (®) or Cy
(0) supports for continuous biodiesel synthesis in scCO, (18 MPa, 45 °C). See
Table 1 for details of supports.

for each immobilised derivative for 6 h of continuous opera-
tion in scCO,. Clearly, both the free-IL PS-DVB support (A) and
the CALB-SILLP biocatalysts derived from Rasta-type resins (D
and E) showed low catalytic activities, which led to poor bio-
diesel yields (ca. 15-39%) in agreement with the results ob-
tained in tert-butanol as the liquid medium (Table 2). In the
same way, more efficient biocatalysts were obtained for CALB
adsorbed onto SILLPs that bear IL-like moieties directly at-
tached to the main polymeric backbone, forming a covalently
attached, well defined monolayer of [C,;mim][X] groups on the
polymeric surface (B, By, C, and C,)). Once again, the increase
in IL loading from low to high did not improve the biodiesel
yields under sc conditions. The best results (up to 78-95% bio-
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diesel yield) were obtained for the CALB-SILLP that bears
a low loading of [C;,mim][Cl] moieties on the support (B).

It should be taken into account that the architecture defined
by the layer of IL-like groups on the surface of the polymeric
support will help not only to immobilise and stabilise/destabi-
lise the enzyme, but also contribute to the mass-transfer of the
reactants and products to the active sites using scCO, as carri-
er. Thus, as considered above, the exchange of CI~ by NTf,”
can lead to significant differences in terms of both polarity and
the structural organisation of this IL layer (Figure 10). The

PS-DVB polymeric matrix

PS-DVB polymeric matrix

Figure 10. Schematic representation of the CALB adsorbed on to SILLPs
based on [C;,mim][Cl] (A) or [C,,mim][NTf,] (B) monolayers.

higher molecular size and charge delocalisation for NTf,”, with
respect to CI~,® is associated with a loss of organisation of
the [C,,mim] layer, which hampers extensive wrapping of the
enzyme. The critical role of mass-transfer phenomena involving
the IL phase and the sc phase has been evidenced in studies
involving IL-coated enzymes.""** Thus, improved wrapping of
the biocatalyst benefits the catalytic efficiency of the enzyme
for biodiesel synthesis in scCO, (Figure 9).

Finally, Figure 9b shows the operational stability profiles of
all immobilised CALB derivatives for the continuous synthesis
of biodiesel under sc conditions (18 MPa, 45°C). In spite of
continuous feeding with the polar cosolvent tert-butanol to
avoid catalyst poisoning, the increase in loading of By, com-
pared to B, leads to a continuous decay in the biodiesel yield.
These results can only be explained by a loss in the efficiency
of these SILLPs for mass-transport phenomena for the glycerol
byproduct, which is associated with the higher polarity provid-
ed by the chloride counterion to the enzyme microenviron-
ment. In both cases, the suitability of these immobilised bio-
catalysts was improved by the optimisation of the concentra-
tion of tert-butanol as the glycerol-washing cosolvent. Overall,
the best result was obtained for the macroporous CALB-SILLP
with 1.2 meq of [C;,mim][Cl]-like fragments/g support, because
of both the higher biodiesel yield (up to 95%) and the mainte-
nance of the activity during 40 operation cycles of 6h
(Figure 8).

Conclusions

We have demonstrated the key role that the microenviron-
ment plays in enzyme-catalysed reactions in scCO,. The unique
properties of ILs to enhance the catalytic efficiency of enzymes
in scCO, can be improved by using covalently attached ILs

ChemSusChem 2012, 5, 790 - 798
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(SILLPs). The use of SILLPs allows a reduction of the amount of
IL and accomplishes its full recovery in a simple way."*'® The
results obtained show that the optimisation of biotransforma-
tions based on enzymes immobilised on SILLPs is based on
a delicate balance of different structural and morphological
factors. These factors determine, on one hand, the efficiency of
the mass-transfer processes at the interfaces either of the sub-
strates to the active site or the products from the enzyme.
Conversely, the microenvironment of the biocatalyst can play
a critical role by stabilizing the corresponding active conforma-
tion, as well as by controlling the mass-transfer phenomena of
products from the polymeric matrix. This is evidenced in the
synthesis of biodiesel from vegetable oil, a process of high in-
dustrial and economic relevance, which, in addition, is very
sensitive to the parameters mentioned above.

Thus, the appropriate selection of the IL, that is, one that
contains a large alkyl chain in the cation, results in a clear im-
provement of the efficiency for the biotransformation in mono-
phasic liquid systems, which leads to the selection of this
structure for the preparation of the corresponding SILLPs.B'®
SILLPs based on IL-like fragments with highly flexible chains
(i.e., Rasta-type resins) are not as effective, most likely due to
the loss of the IL-protective effect for biocatalysts on the poly-
meric matrix because of the reduced number of anchoring
points for IL-like groups on the immobilisation support that
may facilitate interactions between the enzyme and deactivat-
ing agents, such as methanol and scCO,. The degree of organi-
sation of the IL-like units on the polymeric surface, regarding
its homogeneous distribution and the nature of the anion (i.e.,
CI™ or NTf,") is the key criteria to improve the performance of
CALB-catalysed biodiesel synthesis in both liquid and sc reac-
tion media. Based on these elements, it is possible to develop
efficient continuous processes for the transformation of vege-
table oil into biodiesel. In this regard, the design of continuous
processes for enzymatic biodiesel synthesis in scCO, media
needs to take into account the low solubility of the polar by-
product glycerol in the sc phase, which necessitates a washing
step, for example, by the addition of an inert polar cosolvent
such as tert-butanol, to reach a high level of operational stabili-
ty. These results clearly illustrate the potential of SILLP-support-
ed biocatalysts for the production of a green biofuel (e.g., bio-
diesel), which may be produced by fully green technology
under continuous operation.

Experimental Section
Materials and methods

Candida antarctica lipase B CALB (Novozym 525L, EC 3.1.1.3) was
a gift from Novozymes S.A. (Spain). Amberlite XAD4, triolein (65 %
purity), solvents and other chemicals were purchased from Sigma-
Aldrich-Fluka (Madrid, Spain).

Preparation of SILLPs

The synthesis of supports B, C, D and E was performed according
to general procedures described in detail elswhere.**'®

ChemSusChem 2012, 5, 790 - 798
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Lipase immobilisation on to Amberlite XAD4 and SILLPs

First, the commercial enzyme preparation was ultrafiltered, to elim-
inate all the low molecular weight additives, as follows: Novozym
525 L (25 mL) was diluted in water (225 mL), and the resulting solu-
tion was concentrated tenfold by ultrafiltration at 8°C by using
a Vivaflow 50 (Sartorious) system equipped with polysulphone
membranes (10 kDa cutoff). This process was repeated three times
to obtain a 15.1 Mg ML lipase solution, as determined by
means of the Lowry method. Immobilised lipase derivatives were
prepared by simply mixing the aqueous solution of lipase (1.5 mL)
with the support (Amberlite XAD4 or SILLP, 1 g). The mixture was
gently shaken for 5 h at room temperature for enzyme adsorption.
The supernatant was recovered, and the support washed with
water to remove nonadsorbed enzyme. The immobilised derivative
was frozen at —60°C, lyophilised and finally stored under con-
trolled a, (0.11) conditions over LiCl in a desiccator at 8°C. The
protein content of the immobilised lipase was determined by
means of the corresponding mass balance between the amount of
enzyme available for immobilisation and the amount of recovered
enzyme in the supernatant, as determined by the Lowry method.

Lipase-catalysed biodiesel synthesis in liquid medium

In each case, triolein (0.18 mL, 0.19 mmol) was added into a screw-
capped vial (0.9 mL total capacity), which contained methanol
(0.05 mL, 1.32 mmol) and tert-butanol (0.47 mL, 5.03 mmol) as co-
solvent. The final mixture was a clear and homogeneous solution
with a 7:1 (mol/mol) triolein/methanol ratio. The mixture was incu-
bated in a thermoshaker TS-100 (Baeco, Germany) at 45°C and
1000 rpm for 30 min. The reaction was started by adding 5% (w/w)
immobilised lipase with respect to the amount of triolein, and the
reaction system was incubated for 24 h under the same conditions.
At regular intervals, aliquots (15 uL) were taken from the reaction
mixture and added to a hexane/isopropanol mixture (485 pL; 5:4,
v/v). The resulting homogenous mixture was shaken vigorously for
1 min and then placed in an ice bath. Finally, a portion of this solu-
tion (350 pL) was added to ethyl decanoate (100mm) and tributyr-
in solution (100 mwm, internal standards) in hexane/isopropanol mix-
tures (150 pL, 5:4, v/v), and the final solution was analysed by
means of GC.

Lipase-catalysed biodiesel synthesis in scCO,

In each case, the immobilised lipase derivative (0.3 g) was placed
in the cartridge of an ISCO 220SX (Teledyne Isco, Inc, Lincoln, NE,
USA) high-pressure extraction apparatus. This extractor was
equipped with a syringe pump (ISCO 100DX, 100 mL overall
volume), and devices for pressure, temperature and flow-rate con-
trol. The ISCO system was started with the continuous pumping of
scCO, at 18 MPa and 45°C, bubbling CO, continuously through
a calibrated heated restrictor (1 mLmin~", 60°C). Biodiesel synthe-
sis was carried out for 6 h cycles by continuously pumping triolein
(10.2 pmolmin™ mass-flow rate) and methanol or 90:10 (v/v)
methanol/t-butanol (244 umol,,cpanoMin—1 mass-flow rate) into
the scCO, inlet flow by using two HPLC pumps (LC-10AT, Shimadzu
Europe, Germany; Figure 7). The continuous transport of the sub-
strates by the scCO, flow through the catalytic cartridge allowed
the biotransformation, and the products were recovered by de-
pressurizing through the calibrated heated restrictor for 30 min
steps in a controlled amount of hexane/isopropanol (5:4, v/v) in an
ice-bath. Samples were analysed by means of GC. In all cases, sub-
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strate and product mass-balances from the outlet were consistent
with the substrate mass-flow at the inlets.

GC analysis

GC analysis was performed by using a Shimadzu GC-2010 (Shimad-
zu Europe, Germany) equipped with a flame ionisation detector.
Samples were analysed by using a TRB-5HT capillary column
(10 mx0.32 mmx0.1 pm, Supelco) with both ethyl decanoate and
tributyrin as internal standards under the following conditions: car-
rier gas (He) at 28.6 kPa (40 mLmin "' total flow); temperature pro-
gramme: 100°C, 10°Cmin~', 200°C, 15°Cmin~', 370°C, variable
split ratio, (80:1 to 10:1); detector, 220°C. See the Supporting Infor-
mation for peak retention times and chromatograms.
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A clean biocatalytic approach for producing flavour esters using switchable ionic liquid/solid phases as
reaction/separation media has been developed. The phase behaviour of different IL/flavour acetyl ester
(geranyl acetate, citronellyl acetate, neryl acetate and isoamyl acetate) mixtures was studied at several
concentrations, resulting for all cases in fully homogeneous liquid media at 50 °C, and solid systems at
room temperature. By using an iterative centrifugation protocol on the solid IL/flavour ester mixtures at
controlled temperatures, the solid IL phase and the liquid flavour ester phase can be easily separated.
The excellent suitability of an immobilized Candida antarctica lipase B (Novozym 435) catalyst in the
esterification reaction between an aliphatic carboxylic acid (acetic, propionic, butyric or valeric) and a
flavour alcohol (isoamyl alcohol, nerol, citronellol or geraniol) in N,N',N",N'""-hexadecyltrimethyl-
ammonium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide ([C;stma][NTf,])IL has been demonstrated, the product
yield being improved up to 100% under appropriate reaction conditions (enzyme amount, dehydrating
molecular sieves, efc.) at 50 °C. The enzymatic synthesis of sixteen different flavour esters was

carried out in [C;4tma][NTf,] by means of this approach, providing products of up to 0.757 g mL™"
concentration after IL separation. The residual activity of the enzyme/IL system during seven
consecutive operation cycles was shown to be practically unchanged after reuse.

1 Introduction

, o , R-COO A N
Flavour fasters of short-chain carbox_yhc acid (e.g. isoamyl Citronellyl ester
acetate, citronellyl acetate, geranyl propionate, neryl acetate, etc., Neryl ester
see Fig. 1) are among the most important fragrance compounds A | OOC-R

used in the food, cosmetic and pharmaceutical industries. Most

flavour compounds are traditionally provided by chemical syn- )\/\ )\/\)\/\

thesis or extraction from natural sources.! However, US? and 00C-R N O0C-R
European® legislation has meant that “natural” flavour substances
can only be prepared either by physical processes (e.g. extrac-

tion) from natural sources, or by enzymatic or microbial trans-
formation of precursors isolated from nature. In this context, as

Isoamyl ester Geranyl ester

R =-CH,, -CH,-CH,, -(CH,),-CH, or -(CH,),-CH,,

natural flavours extracted from plant materials are often too B +
scarce or expensive for industrial use, there is a great interest in /\/\/\/\/\/\/\/\N g
seeking new methods for their production by means of clean PN
industrial scale approaches.*
Lipases and esterases have often been used as catalysts to fo) o -
synthesize flavour esters by esterification or transesterification Fsc—g/ N g—CF3
1 1

approaches in organic solvents,™ ionic liquids (ILs),” super-
critical fluids,® or solvent-free’ reaction media. The use of

(o) o

Fig. 1 (A) Flavour esters synthesized by lipase-catalyzed esterification.
(B) The IL [C;stma][[NTf,], as an example of switchable ionic liquid/

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular B e Inmunologia. solid phase.

Facultad de Quimica, Regional Campus of International Excellence

“Campus Mare Nostrum”, Universidad de Murcia, PO. Box 4021, non-natural substrates (e.g. acetic anhydride,®”” alkyl vinyl
E-30100 Murcia, Spain. E-mail: plozanor@um.es; 6¢,e,9¢,d . h 1 6d . ificati
Fax: +34 868 884148: Tel: +34 868 887392 esters, p-nitrop e‘iny aceta.lte,. efc.) in transesteri catl(?n,
it Electronic supplementary information (ESI) available. See DOI: regardless of the reaction media, is a clear breakdown point
10.1039/c2gc36081k in any attempt to obtain “natural” products. However,
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enzyme-catalyzed direct esterification between “natural” sub-
strates could be considered as the most straightforward way to
obtain “natural” ester products. Furthermore, by using either
supercritical fluids or solvent-free reaction media, clean pro-
cesses can easily be designed. However, distinctly moderate
results (e.g. maximum of 60-80% isoamyl acetate yield under
solvent-free conditions,”” and 80% geranyl acetate yield in
supercritical ethane®), the deactivation of enzyme by direct
contact with acids, or cost of high-pressure equipment are also
drawbacks for industrial application. Reflecting the suitability of
ILs for use in enzyme-catalyzed reactions,'” it has been reported
that [Bmim][PF4] is a suitable reaction medium for lipase-
catalyzed flavour ester synthesis by esterification (e.g. 80%
geranyl acetate yield at 311 h reaction,”* and up to 100%
isoamyl acetate yield,””), but product recovery by liquid-liquid
extraction with organic solvents tarnishes the greenest aspects
of the approach. The use of high hydrostatic pressure (up to
500 MPa7d) or pervaporation membrane systems7b permits
isoamyl acetate separation in IL—alcohol biphasic systems.

Hydrophobic ILs based on cations with large alkyl side-chains
(e.g. 1-methyl-3-octadecylimidazolium bis(trifluoromethylsulfonyl)-
imide, [C;gmim][NTf;]) have been used to synthesize nickel
nanoparticles with reduced diameters,'' as anticancer agents,'”
and also as excellent reaction media for the enzymatic synthesis
of biodiesel (i.e. up to 96% biodiesel yield in 6 h at 60 °C),
because of their ability to dissolve both triolein and methanol,
thus providing monophasic systems where the lipases are highly
active and stable."?

The most interesting feature of biocatalytic processes in ILs is
the possibility to design two-phase reaction systems that permit
easy product recovery (e.g. IL-scCO, biphasic systems).'* The
ability of hydrophobic ILs with large alkyl side-chains to switch
from the solid to the liquid phase at temperatures compatible
with enzyme catalysis (e.g. 53 °C for [C;smim][NT£,],'** 43 °C
for [C,emim][NT£],'? efc.) could be used to develop easy proto-
cols for enzymatic synthesis and separation of natural flavour
ester products.

This paper demonstrates for the first time the biocatalytic syn-
thesis of sixteen different flavour alkyl esters by direct esterifica-
tion of an alkyl carboxylic acid (acetic, propionic, butyric or
valeric) with a flavour alcohol (citronellol, geraniol, nerol or
isoamyl alcohol) in the IL N,N,N',N"'-hexadecyltrimethyl-
ammonium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide ([Cstma][NTT;],
see Fig. 1B) as a switchable ionic liquid/solid phase, used for
the reaction and subsequent product separation by centrifugation
(see Fig. 2). The influence of several reaction parameters (e.g.
acid/alcohol ratio, IL concentration, length of the IL alkyl side-
chain, enzyme amount, efc.) to achieve maximal product yield
is studied. A cyclic protocol for enzymatic synthesis, product
separation and enzyme-IL reuse has also been developed to
demonstrate the suitability of the proposed approach as a sustain-
able process for producing “natural” flavour esters at an indus-
trial level.

2 Experimental

Immobilized Candida antarctica lipase B (Novozym® 435, EC
3.1.1.3) was from Novozymes S.A. (Spain), and was equilibrated
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Fig. 2 Scheme of the cyclic protocol for the production of flavour
esters by lipase-catalyzed direct esterification in switchable ionic liquid/
solid phases, and reusing the enzyme/IL system. For details see the
Experimental section.

to 0.11 Aw by over saturated LiCl solutions in a closed container
at 25 °C for one week prior to use.”® Citronellol (95% GC),
geraniol (98% GC), nerol (97% GC), isoamyl alcohol (>98%
GCQ), citronellyl acetate (99% GC), geranyl acetate (>98% GC),
neryl acetate (>98% GC), isoamyl acetate (>98% GC), acetic
acid, propionic acid, butyric acid, valeric acid, molecular sieves
13x (MS13x; 270 mg H,O g~' adsorption capacity), solvents
and other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich-Fluka
Chemical Co. The ILs, dodecyltrimethylammonium bis((trifluoro-
methyl)sulfonyl)imide ([Citma][NTf;], 99% purity), tetra-
decyltrimethyl-ammonium  bis((trifluoromethyl)sulfonyl)imide
([C14tma][NT1;], 99% purity), hexadecyl-trimethylammonium
bis((trifluoromethyl)sulfonyl)imide ([C;stma][NTf,], 99% purity)
and octadecyltrimethyl-ammonium bis((trifluoromethyl)sulfonyl)-
imide ([C,gtma][NTf,], 99% purity), were obtained from
IoLiTec GmbH (Germany). The melting points of ILs were
determined by using a Reichert Thermovar melting point appar-
atus equipped with a microscope, and were uncorrected. The
density of solid [Cigtma][NTf,] was determined by filling a
10 mL pycnometer with the IL in the liquid phase at 60 °C, then
cooled until 25 °C.

Phase behaviour of [C;stma][NTf;,]/flavour ester mixtures

In 1.5 mL screw-capped vials with teflon-lined septa, 0.3, 0.4 or
0.5 g of citronellyl acetate, geranyl acetate, neryl acetate or
isoamyl acetate were mixed with the corresponding amount of
[Ci6tma][NTH;] to finally obtain IL concentrations of 50, 60 or
70% (w/w), respectively. All IL/flavour ester mixtures were incu-
bated under shaking (300 rpm) for 10 min at 50 °C, which pro-
duced fully clear monophasic systems. Then, the solutions were
consecutively centrifuged four times at 14 000 rpm (15 min) and
at room temperature, 21, 10 and 4 °C, resulting in a top liquid
phase of flavour ester and a bottom solid phase containing IL
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alone. After each centrifugation step, a sample (10 uL) of the
resulting top flavour ester phase was dissolved in 1 mL acetone-dg,
then analyzed by 300 MHz 'H NMR and 282 MHz '°F NMR,
respectively in a Brucker AC 300E spectrometer to detect the
presence of the IL. See ESL.{

Lipase-catalyzed flavour esters synthesis in switchable ILs

Into 3 mL screw-capped vials with teflon-lined septa, 3 mmol of
citronellol (575 uL), geraniol (537 upL), nerol (545 uL) or
isoamyl alcohol (334 pL), and 1, 2 or 3 mmol of acetic acid
(58, 116 or 174 uL, respectively), propionic acid (75, 150 or
225 uL, respectively), butyric acid (93, 186 or 278 uL, respect-
ively) or valeric acid (110, 220 or 330 uL, respectively) were
added. Then, the corresponding amount of [Citma][NTf;],
[C14tma][NTH1;], [Ci6tma][NTH;] or [Cigtma][NTT;], respectively,
was added to reach a final IL concentration of 50, 60 or 70%
(w/w) with respect to the mass substrates. Reaction mixtures
were pre-incubated at 50 °C for 10 min, resulting in fully clear
monophasic systems, and then 80 mg MS13x per mmol of car-
boxylic acid were also added. The reaction was started by adding
Novozym 435 (40 mg mmol~" of carboxylic acid) and the reac-
tion was incubated at 50 °C under shaking (300 rpm) for 4 h. To
obtain time-course profiles, 20 uL aliquots were taken at regular
intervals and suspended in 500 pL octane, and the resulting
biphasic mixture was strongly shaken for 3 min to extract pro-
ducts. The resulting mixture was centrifuged at 14 000 rpm for
10 min. Finally, 300 uL of the octane extract were added to
100 uL of 100 mM ethyl propionate (internal standard) solution
in octane, and the final solution was analyzed by CG. One unit
of synthetic activity was defined as the amount of enzyme that
produces 1 pmol of flav