Medio ambiente

Obtencién de BIODIESEL

a partir de aceite de

MICROALGAS

Este trabajo muestra la produccion de
biodiésel a partir de aceite de
microalga, obtenido por catalisis
enzimadtica. Para preservar la actividad
de las enzimas (Novozym 435y
Lipozyme TLIM), se reduce el metanol
a una relacion molar 1:1 respecto a
aceite y se trabaja con proporciones
elevadas de acetato de metilo. Es este,
pues, el principal agente metilante y el
que desplaza los equilibrios quimicos
hacia la produccién de biodiésel. Los
procesos de sintesis se han realizado
en ausencia y en presencia de CO,
supercritico, analizando las muestras
con RMN de protén y por HPLC de
fase reversa. Se ha determinado que es especialmente
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relevante la necesidad de utilizar las dos enzimas
conjuntamente para lograr la mejor actividad.
También se obtiene mejor rendimiento (80% en 24
horas) cuanto mayor es el exceso de agentes
metilantes y en el intervalo 40-50° C. En condiciones
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egun el informe sobre tendencias

futuras Energy Outlook 2030, de

la compania petrolera britdnica
BP, parael afio 2015 el producto interior
bruto de la OCDE serad igual al de la su-
ma de los paises no pertenecientes a la
OCDE, con especial influencia de China
ylaIndia. Para entonces, estos paises se-
ran los principales consumidores de ener-
giay, en consecuencia, los principales
emisores de CO,. Por otra parte, en ellos

vivirdn seis veces mds personas que en
los paises de la OCDE .

Lasreservas de petréleo actuales estan
mermandose, con la prevision de que las
reservas seguras (ya en explotaciéon o ex-
plotables con un 90% de certeza) no pue-
dan atenderla demanda mundial porun
periodo superior al del siglo que ya ha
entrado. Sin embargo, la percepcion de
esta realidad estd mds ligada al llamado
pico de produccién o pico de Hubbert,

que pasa a ser un indice de carestia de
petréleo al sumarse ala tendencia actual
de mayor demanda de crudo. Este pico,
segun la fuente que se consulte, se ha-
bria alcanzado o se alcanzard en una fe-
cha préxima (2037, segtin las previsiones
mads optimistas) ?. Palabras como efi-
ciencia energética, fuentes de energiare-
novables, sostenibilidad, intensificacién
de procesos, diversificaciéon energética. ..
no proceden de una moda pasajera: son
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La Union Europea, a través de la directiva 2009/28/CE, quiere profundizar
en la diversificacion en la generacion energética, de tal forma que las FER
supongan el 20% de la energia primaria producida para 2020y el 10% de
la energia gastada en el sector de transporte

sintoma de un cambio de ciclo, una per-
cepcién de que el uso intensivo y lineal
delaenergia, sin reposicién, no es acep-
table ni es realista a medio plazo. Es ho-
ra de dar paso a nuevas tecnologias que
procuren de forma ciclicayrenovable la
energia necesaria para la Humanidad,
reduciendo al mismo tiempo las pérdi-
das de energia. El potencial es conside-
rable: la Tierra recibe del Sol 10.000 ve-
ces més energia que la utilizada anual-
mente en todo el planeta. La energia
potencial procedente de biomasa as-
ciende cada ano al triple del consumo
energético mundial, mientras quela ener-
giaanual procedente de vientos yolas es
veinte veces mayor. Las fuentes geotér-
micas podrian proveer de sesenta veces
mas energia que la necesaria cada afio a
nivel mundial (Figura 1). Por otra parte,
el margen de optimizacién del aprove-
chamiento energético es considerable y
se puede abordar a través de nuevos ci-
clos termodindmicos (pilas de combus-
tible) y de nuevos sistemas de transpor-
te y de almacenamiento de energia, en
especial eléctrica.

Laaportacién delas fuentes de energia
renovable (FER) a la produccién y con-
sumo de energia primaria es, ano a ano,
cada vez mds considerable. En la gene-
racion de energia eléctrica en 2009, en Es-
pana, se emplearon estas fuentes en un
24%, con una especial incidencia de la
energia e6lica (un 12,4%) y la hidraulica
(un 9% del total). La Unién Europea, a tra-
vés dela directiva 2009/28/CE, quiere pro-
fundizar en la diversificacién en la gene-
racion energética, de tal forma que las
FER supongan el 20% de la energia pri-
maria producida para 2020y el 10% de la
energia gastada en el sector de transpor-
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te. En Espaiia, el Instituto para la Diver-
sificacion y Ahorro Energético (IDAE) ha
presentado el Plan de Accién Nacional de
Energias Renovables (PANER) 2011-2020,
desarrollando la directiva europea antes
mencionada. Para alcanzar los objetivos
finales de dicha directiva, el PANER su-
giere una evolucion de producciény con-
sumo de energia bruta que suponga una
participacion de fuentes renovables del
40% dela electricidad producida en 2020,
asi como un 13,6% de incidencia de di-

chas fuentes en la energia consumida en
transporte, y un 18,6% de incidencia de
dichas fuentes en el sector de calefaccion
y refrigeracién (objetivo global: el 22,7%
delaenergia primaria producida debe ser
de fuentes renovables). En el sector de
transportes el consumo de energia FER
pasaria de 1.802 a 3.885 ktep (de las que
252 ktep deberian producirse a partir de
biocarburantes, con un aumento de su
incidencia del 500% respecto a la situa-
ciénactual) ®. Enla Unién Europeayden-
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Figura 1. El sol como fuente de energia. Fosil, ayer, y renovable, hoy.
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Figura 2. Resumen de procesos de movilizacion y uso energético de biomasa.

tro del séptimo Programa Marco de In-
vestigacion, Desarrollo y Evaluacion (FP7),
se dedican mds de 10.000 millones de eu-
rosaareas como energia, transporte, me-
dio ambiente y biotecnologia, incidien-
do los proyectos aprobados en este tlti-
mo campo preferentemente en la obtencién
de biomasa mejorada parala produccién
de energia .

En los tltimos afos, a pesar de los mi-
les de millones de euros invertidos en plan-
tas basadas en biocarburantes de prime-
ra generacion, la materia prima mds in-
teresante para obtener bioetanol y biodiésel,
los principales biocarburantes, yano son
el maiz, la colza, la sojay otras plantas de
uso alimentario, sino cultivos agroener-
géticos de arbustos (jatropa, ricino y otros),
arboles modificados para un rapido cre-
cimiento (dlamos, eucaliptos, etc.) y cre-
cimiento de biomasa microbiana (en es-
pecial, por su alto contenido en lipidos,
las microalgas) *®. Estos cultivos, junto
con tecnologias térmicas y cataliticas ba-
sadas en catalizadores sélidos, son la ba-
se de nuevas posibilidades tecnoldgicas
para la obtencién de biodiésel y bioeta-
nol basada en la utilizacién térmicay ca-

talitica del material lignocelulésico y mi-
crobiano, sin competir por suelo necesa-
rio para la produccién de alimentos (Fi-
gura 2). Asi se estan creando paulatina-
mente nuevos biocarburantes de segunda,
tercera e, incluso, cuarta generacion. Es-
tos ultimos se basan en la utilizacion de
arboles y microalgas modificadas gené-
ticamente y también estarian orientados
ala captura de di6éxido de carbono con
una efectividad entre un 30 yun 40% ma-
yor que las especies actuales. La seleccion
de la materia prima, del tratamiento tér-
micoy catalitico, y de los procesos de pu-
rificacion es vital, junto con la subida de
los precios del barril de crudo, para que
en algiin momento los biocarburantes
tengan viabilidad econémica per se, en
ausencia de ayudas fiscales. En estas pri-
meras décadas de desarrollo tecnoldgi-
co, sin embargo, solo un fuerte impulso

econdmico yunafiscalidad adecuada pue-
den ayudar a la implantacién de este ti-
po de combustibles “'.

Las principales ventajas ambientales
de la utilizacién de biocombustibles se
basan en que su produccién ayuda a ce-
rrar el ciclo de carbono al utilizar CO, y
luz para producir la materia prima de
partida. En el caso de las microalgas, es-
to es especialmente cierto, ya que po-
drian utilizarse para captar el di6xido de
carbono de plantas de producciéon de
energfa o de consumo intensivo de la
misma. Ademas, al crecer hasta densi-
dades celulares muy altas (>200 g/L) con
contenidos lipidicos medios a altos (un
40-50% de la biomasa seca) en volumen
y no en superficie, su uso del espacio es
muy notable y la productividad posible
es extraordinaria comparada con las me-
jores plantas oleaginosas (>20 veces mds
quela palma). Tanto es asi que varias pre-
visiones de la evolucién del mercado ener-
gético pronostican un crecimiento ex-
ponencial tanto del bioalcohol como del
biodiésel de microalgas, siendo estos los
principales biocombustibles que se pre-
vé dominen el mercado para 2040. Los
mayores problemas que limitan hoy en
dia su viabilidad econémica estdn aso-
ciados ala eliminacién de aguayala ex-
traccion especifica de los triglicéridos,
porunaparte, yalanecesidad deunaal-
ta productividad de triglicéridos con un
perfil de acidos grasos adecuados, por
otra parte "',

Hoy en dia la mayor parte de las plan-
tas de produccién de biocarburantes (bio-
etanol y biodiésel, sobre todo) se basan
en el empleo de procesos clasicos y bien
conocidos enlaindustria alimentaria. En

La microalga Chlorella prototecoides es capaz de
producir hasta un 40-50% de su peso seco de un aceite
con una composicion muy rica en acidos oleico,
linoleico y estedrico, muy similar al del aceite de oliva
de la variedad arbequina
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el caso del bioetanol, la sacarificacion se
hace por via enzimdtica, con amilasas y
enzimas similares que acttian sobre el al-
midon, y por via dcida. La glucosa obte-
nida es empleada en fermentaciones con
levaduras del género Saccharomyces pa-
ra obtener soluciones acuosas de etanol
que son tratadas por destilacién para ob-
tener el bioetanol. La utilizacién de bio-
masa lignocelulésica para bioetanol de
segunda generacion supondrd el empleo
de nuevos procesos térmicos, dcidosy en-
zimaticos (empledndose xilanasas, laca-
sasy celulasas en este tltimo caso) . Pa-
ra obtener biodiesel de primera genera-
cién se suelen usar catalizadores dcidos
para tratar los dcidos grasos libres, y ca-
talizadores bésicos (como sosay potasa)
para transesterificar los aceites con me-
tanol y etanol, preferentemente, obte-
niéndose metil- o etilésteres de los 4ci-
dos grasos, respectivamente, y glicerina
como subproducto. El uso de cataliza-
dores homogéneos, que se disuelven en
la mezcla liquida en reaccidn, supone la
presencia de reacciones laterales yla pro-
duccién dejabones. Trasla recuperacion
del alcohol empleado, por destilacion, se
necesita un tren de lavado exhaustivo con
gran gasto de agua que permitala obten-
cién de un biodiésel que cumpla la nor-
mativa (DIN E51106 en Europa y ASTM
D-6751-3 en Estados Unidos) y de una gli-
cerina grado farmacéutico o USP apta pa-
ralos usos que tiene ahora este poliol en
elmercado (cosmética, farmacéutica, qui-
mica fina, etc.) "?.

Frente al proceso habitual de catélisis
homogénea con hidréxidos o alcéxidos,
desde finales de los afios noventa se han
investigado y desarrollado nuevas posi-
bilidades: catalisis heterogénea basada

Latinstock

\

en alcéxidos alcalinotérreos y en 6xidos
mixtos, catdlisis enzimaética con lipasas

inmovilizadas (heterogénea, por tanto) y
procesos térmicos en estado supercriti-
co. En lo relativo a la catdlisis heterogé-
nea cldsica se pueden emplear resinas
4cidas parala esterificacion delos dcidos
grasos presentes en aceites de frituray
aceites de baja calidad, seguidas de cata-
lizadores basicos soportados o mésicos.
Enla actualidad, la empresa de ingenie-
ria Technip ha construido en Sete (160.000
tm biodiésel/afno) y estd construyendo
plantas parala empresa Diester en Fran-
cia basadas en catdlisis heterogénea, en
concreto en el proceso comercializado
por Axens (Axens Esterfip H). Este proce-
so fue desarrollado en primer lugar en el
Instituto Francés del Petréleo y esté ba-
sado en el uso de un 6xido mixto de dos
metales no nobles. Un resultado, por ci-
tar una caracteristica notable, es que la
glicerina que se obtiene a salida del reac-
tor tiene un 98% de pureza, en lugar del
80% que es habitual en los procesos ba-

sados en catdlisis homogénea. Este tipo
de plantas son mds simples (menos uni-
dades de purificacién) y més rentables
que las plantas basadas en catalizadores
homogéneos, segtin varios estudios de si-
mulacién de procesos y estimacion eco-
némica y la experiencia acumulada en
los tltimos cuatro afios "*1°.

Una linea de trabajo propia de la bio-
rrefineria biotecnoldgica es la basada en
catalisis enzimatica. En realidad, no es
muy novedosa en cuanto a que las lipa-
sas se conoceny se aplican como enzimas
sintéticas (catalizadores para sintesis or-
génica) desde principios de los afnos no-
venta "". No obstante, desde 2004-2005
se han desarrollado nuevas estrategias
que permiten superar el principal escollo
enlaaplicacién de lipasas como Novozym
435, Lypozyme RMIM o Lypozyme TLIM:
su estabilidad en proceso, que se ha ex-
tendido de horas a meses, mediante la uti-
lizacién de cosolventes y agentes acilan-
tes estabilizantes "®'”. Algunos trabajos
actuales se centran en la utilizacién de

Este trabajo analiza la sintesis de biodiésel a partir de este aceite en un sistema
con importantes novedades respecto a los convencionales. Utiliza como catalizador
una mezcla de enzimas con el objetivo de maximizar la conversion y reducir el coste y
como agente metilante, acetato de metilo para minimizar la desactivacion enzimatica
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Produccion de biodiésel de microalgas

nuevas enzimas de Novozymes (el pro-
yecto es una colaboracién entre el grupo
del profesor J.M. Woodley y Novozymes
A/S) en un sistema de dos reactores en
tandem, uno para transesterificacién del
aceitey otro para esterificacion de dcidos
grasos que pueda haber en la materia pri-
ma. Este grupo de trabajo ha demostrado
que la utilizacién del soporte adecuado
paralalipasa de Thermomyces lanugino-
susdalugar ala mejora del tiempo de re-
accion de 24 a 6 horas, al evitar la acu-
mulacién de glicerina en las proximida-
des dela enzima. Asi, se puede ir mejorando
la actividad de las lipasas hasta alcanzar

Tabla 1. Resumen de resultados descritos en la bibliografia, utilizando CO, supercritico y enzimas como catalizadores.

la de catalizadores heterogéneos como los
o6xidos mixtos antes mencionados, espe-
cialmente si se optimizan las condiciones
de trabajo "',

También se estdn probando tecnolo-
gias basadas en el uso de fluidos super-
criticos. Si se alcanzan condiciones de
operacion superiores al punto critico del
alcohol que acttia como agente acilante
(241°Cy60,6 atm para el etanol y 240° C
y 79,8 atm para el metanol), la transeste-
rificacién transcurre en apenas unos mi-
nutos hasta conversiones superiores al
99% a biodiésel . Sin embargo, su via-
bilidad econdémica esté lastrada por la

necesidad de grandes cantidades de agen-
te metilante (relaciones molares mayo-
res a 40:1 respecto al aceite) y por las al-
tas presiones y temperaturas requeridas,
que suponen un coste considerable de
operaciény de inversién inicial en equi-
pos #. Este problema se puede reducir
considerando la utilizacion de diéxido
de carbono supercritico (CO,SC) cuyas
propiedades criticas son mas modera-
das (31 ° Cy 74 atmdsferas) y su efecto
estabilizador es similar al del hexano o al
del acetato de metilo. En la Tabla 1 se
muestran resultados obtenidos por va-
rios autores con aceites de primera y se-

Materia prima Agente Enzima Relacion peso Relacion P T Tiempo  Conversion
acilante enzima/aceite molar agente [bar] [°C] [h] [%]
acilante/aceite
Aceite mostaza metanol 70
Aceite mostaza etanol Novozym 435 10 mg enzima 31 100 50 24 68
Aceite s€samo metanol 55
Aceite sésamo etanol 49
Aceite de girasol metanol Novozym 435 30% peso 5:1 68 inicial 45 6 23
etanol >73,8
reaccion 27
Aceite de oliva 65,18
Aceite de soja 58,95
Aceite de colza metanol Lipasa B Candida antartica 20% peso 31 130 45 6 61
Aceite de girasol 50
Aceite de palma 60
Lipasa Candida rugosa
Aceite de soja metanol Lipasa Rhizopus oryzae 20% peso 41 130 45 8 99,13
Relacion peso 1:1
Aceite de ricino metanol Novozym 435 20% peso 5:1 68 inicial 50 12 45
etanol 45 38
Aceite de palma metanol 51
etanol 69
Aceite de cacahuete metanol 45
etanol 58
Pongamia pinnata metanol Novozym 435 30% peso 51 68 inicial 45 8 38
etanol 42
Jatropha curcas metanol 38
etanol 41
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gunda generacion en este medio . Se
puede ver que la seleccion adecuada de
enzimasy otras condiciones de operaciéon
lleva a conversiones elevadas en condi-
ciones de reaccion moderadas (45° Cy
130 atmésferas) atiempos de operaciéon
similares a los requeridos para cataliza-
dores heterogéneos bésicos *".

Desde el punto de vista técnico, exis-
ten otras ventajas de interés en el uso de
este codisolvente supercritico: no se
afecta por la presencia de agua, reduce
la viscosidad de la mezcla de reaccién,
no deja residuo en los productos obte-
nidos y el proceso se puede simplificar
puesto que la separacion posterior del
biodiésel se puede realizar mediante
manipulaciones en las condiciones de
operacion.

Objeto y alcance

En el Departamento de Ingenieria Qui-
micadela Universidad Complutense de
Madrid se ha comenzado a investigar un
proceso para la sintesis de biocombus-
tibles alternativo a los actuales, que re-
suelve las principales limitaciones de los
mismos. El proceso utiliza como gene-
radora de biomasa para la produccién
del aceite de partida la microalga Chlo-
rella protothecoides, porque, heter6tro-
famente, este microorganismo es capaz
de asimilar carbono orgéanico (por ejem-
plo de residuos), sintetizando répida-
mente un gran contenido de lipidos (has-
taun 55% en peso).

Tabla 2. composicion de los aceites de la microalga Chiorella prototecoides y de oliva variedad arbequina.

Acido graso Aceite de oliva Aceite de Chlorella
(variedad arbequina) & protothecoides "
Palmitico (Cig0) 14,10 £ 1,10 12,94
Palmitoleico (Cy.,) 1,77 £ 0,57 =
Margarico (C.) 0,11+ 0,03 -
Margaroleico (C,-) 0,26 + 0,04 -
Estearico (Cyg0) 1,74 £ 0,18 2,76
0Oleico (Cqgs) 68,90 + 3,30 60,84
Linoleico (Cyg.) 11,60 + 1,80 17,28
Linolénico (Cqg.0) 0,61 +0,07 0,00
Araquidico (Cyyo) 0,37 +0,02 -
Gadoleico (Cyy-) 0,31 +0,02 -
Behénico (Cy,.) 0,12 + 0,01 -
Lignocérico (Cypy) 0,03 £ 0,00 0,00

Este estudio se centra en la sintesis de
metilésteres de dcidos grasos (biodiésel)
a partir del aceite sintetizado por esta mi-
croalga utilizando lipasas inmovilizadas
como catalizador y acetato de metilo co-
mo principal agente metilante debido a
supoder estabilizador de la enzima, com-
binado con una pequefia proporcién de
metanol, que actda como activador es-
pecialmente en el ataque a los diglicéri-
dos. Esta posibilidad ya se prob6 en el es-
tudio de Talukder y col., donde se obtu-
vieron buenos resultados con dicho
sistema, alcanzando rendimientos del
95% en biodiésel .

El estudio se hace en dos sistemas de
produccién alternativos. Primero, en ex-
ceso de acetato de metilo, que actuaria,
ademads de como reactivo, como disol-
vente, y luego, en presencia de CO,SC co-
mo codisolvente. El esquema delareac-

CH,-00C-R, R;-COOCH; CH,-00CCH,
Enzima

CH-00C-R, + 3CH;COOCH; R,-COOCH; +  CH-OOCCH,

CH,-00C-R, R;-COOCH; CH,-00CCHs

como agente metilante.
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Figura 3. Esquema de la reaccion de sintesis de biodiésel cuando se emplea acetato de metilo

cién se muestra en la Figura 3. Lareac-

cién que se produce entre el aceite y el

acetato de metilo es de interesterifica-
cion, y ademds de biodiésel, se produce
triacetin. Este compuesto es un excelen-
te aditivo para el biodiésel, pues mejora
su comportamiento en frio. Por tanto, no
esnecesaria su eliminacién completa en
el producto final.

Los objetivos concretos del estudio son:

I Optimizar las condiciones de trabajo
para operar con mdxima concentra-
cién de reactivos y catalizador.

I Llevar a cabo experimentos de sinte-
sis en condiciones similares para un
sistema que utiliza di6éxido de carbo-
no supercritico, con vistas a su utiliza-
cién en continuo.

Materiales y métodologia

I Reactivos

El aceite de interés es el producido por
la microalga Chlorella protothecoides. Sin
embargo, dada su enorme similitud con
el aceite de oliva variedad arbequina (Ta-
bla 2), este se utiliza como aceite mode-
lo enlos experimentos ***'. Como agen-
tes metilantes se usan acetato de metilo
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(pureza del 99%), de Acros Organics, y
metanol, procedente de la casa Sigma-
Aldrich, (pureza del 99,9%).

I Catalizador

Segun la literatura consultada, de los
tres tipos de enzimas mds utilizadas (No-
vozym 435, Lipozyme TLIM y Lipozyme
RM IM), se consiguen velocidades ma-
yores cuando se trabaja con Novozym
435. Como contrapartida, el rendimien-
to a FAMEs es menor. Por tanto, se pro-
pone utilizar una mezcla de enzimas,
amablemente donadas por Novozymes
A/S: Novozym 435 y Lipozyme TL IM,

aprovechando asi las ventajas de cada
una de ellas.

I Métodos de sintesis de
biodiésel
Sintesis de FAMEs en ausencia de
codisolventes

Lasreacciones sellevan a cabo en ma-
traces redondos de 250 ml de capacidad
que sirven de reactores discontinuos. Es-
tos matraces se colocan en un StarFish
TM, que tiene como base una placa agi-
tadoray calefactora. El equipo tiene ca-
pacidad para albergar hasta cinco ma-
traces (Figura 4a). Los ensayos se reali-
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Figura 4. Esquemas de los equipos de sintesis empleados: a) en ausencia de disolventes y b)

usando CO, supercritico como disolvente.

zan a 600 r.p.m. de velocidad de agita-
cion, por ser lamdaxima velocidad que el
sistema permite antes de desestabilizar-
se. En cuanto al iman, se utiliza uno en
cruz, ya que se havisto que es el adecuado
parareducir problemas de abrasién. Con
el fin de evitar pérdidas por evaporaciéon
delos agentes metilantes, a cada matraz
sele acopla un refrigerante Dimroth. La
toma de muestra se debe realizar con
aguja de precision por unabocalateral a
través de un «septumy.

Se preparan las cantidades necesarias
de aceite y de agentes metilantes (aceta-
to de metilo, metanol). Como se estudia
lainfluencia dela cantidad de agente me-
tilante y el porcentaje de enzimas, las
cantidades de los reactivos y enzimas
cambian segtin el experimento que se lle-
ve a cabo. Sin embargo, todos los ensa-
yos se realizan teniendo en cuenta que
el volumen final de reaccidn es el co-
rrespondiente a 50 ml de reactivos.

A continuacién, se conecta el equipo,
fijando la temperatura deseada. Cuan-
do el sistema ha alcanzado la tempera-
tura de reaccion, se agregan los reacti-
vos al matraz redondo que acttia como
reactor discontinuo, y este se coloca en
la placa. Se dejan transcurrir diez minu-
tos para asegurar que los reactivos ha-
yan alcanzado esta misma temperatura.
En ese momento, se anaden las enzimas
y comienza a contabilizarse el tiempo de
reaccion.

Durante la primera hora se toman tres
muestras de 1 ml. Los tiempos a los que
se cogen son: 15, 30 y 60 minutos. Trans-
curridas 20 horas, se vuelve a tomar mues-
tra, también de 1 ml. La Gltima muestra
corresponde a un tiempo total de 24 ho-
ras. Larazén de tomar un mayor niime-
ro de muestras al inicio de la reaccién se
debe a que, precisamente, es en ese mo-
mento cuando mas rapido transcurre la
reaccion, porlo que de esta manera se fa-
cilita el seguimiento de la misma. Todas
estas muestras son tomadas por la parte
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superior del reactor utilizando una agu-
ja de precision. Una vez que se ha toma-
do la tltima muestra, se apaga el equipo
yselimpian los Erlenmeyer con acetona.

Sintesis de FAMEs con CO,
supercritico como codisolvente

Lareaccién tiene lugar en un reactor
tubular de acero inoxidable 316 de 20
mL de volumen que opera en disconti-
nuo (Figura 4b). El aceite, el acetato de
metilo y el metanol se introducen en el
reactor con la ayuda de una jeringuilla
y sobre ellos se afladen las enzimas. Se
introduce también un agitador en for-
ma de cruzy se cierra el reactor. Se uti-
liza una placa agitadora (Elmulab LTD)
con agitaciéon controlada a 1.500 rpm
paramover el iman. En primer lugar, se
abre el paso de CO, y se hace una pri-
mera presurizacion hasta la presién de
botella (aproximadamente 50 bar). Se
coloca la camisa calefactora y se inicia
elincremento de temperatura hastalas
condiciones de operacién de 40° C. Una
vez que latemperatura se ha estabiliza-
do (2 °C), se bombea CO, con una bom-
ba Jasco 2080 Plus hasta que el reactor
alcanza la presion de 250 bar. La reac-
cion transcurre en estas condiciones du-
rante un tiempo preestablecido: algu-
nos minutos para los experimentos a
tiempo cero y 24 horas para los experi-
mentos de sintesis.

Una vez terminada cada reaccion, se
comienza lentamente la despresuriza-
cion. Los productos arrastrados duran-
te la despresurizacion se recogen en un
vial ala salida de la conduccién de esca-
pe de gases para posterior andlisis.

I Métodos de analisis quimico
Resonancia magnético nuclear de
proton (1H-RMN)

Previamente al andlisis de las muestras
se procede a la eliminacién del agente
metilante residual, ya que interfiere con
los metilésteres de los dcidos grasos (FA-
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MEs) que constituyen el biodiésel. Esta
operacién sellevaa cabo por arrastre me-
diante un chorro de aire que incide so-
brela superficie liquida de la muestra. El
tiempo de operacion estd en funcion del
grado de conversion del aceite ya que, a
medida que el aceite reacciona, dismi-
nuye la cantidad de acetato de metilo y
metanol que hay que eliminar. Para te-
ner constancia de que se ha eliminado
realmente todo el agente metilante, es
necesario asegurarse de que la pesada de
la muestra es constante.

Una vez que se ha conseguido evapo-
rar todo el agente metilante de la mues-
tra, se procede a su andlisis mediante re-
sonancia magnética de protén (1H-RMN).
Elédrea de unasenal de resonancia de es-
te tipo es proporcional al nimero de nt-
cleos por molécula que producen la se-
fial y a la concentracién del compuesto
en el que estdn incluidos, lo que permi-
te su integracién y la cuantificacion del
compuesto de interés 2.

El anadlisis se realiza a una frecuencia

de trabajo de 300 MHz, con un espec-
trémetro Bruker AC-300 con autoinyec-
tor del C.A.I de Resonancia Magnética
Nuclear de la Facultad de Ciencias Qui-
micas de la Universidad Complutense
de Madrid. Las muestras se preparan con
10 pl de muestra en 700 pl de cloroformo
deuterado. Se sigue el aumento de la se-
nal adesplazamiento 3,5, propia del gru-
pometilo delos FAMEs, ademds dela se-
nal a desplazamiento 3,6-4,0, propia de
los triglicéridos que constituyen el acei-
te. Dichas sefales se refieren siempre al
patrén interno, en este caso la senal de
los protones asociados alos dobles enla-
ce C=Cquehayenlas cadenas delos 4ci-
dos grasos insaturados. Esta sefial es cons-
tante independientemente de en que mo-
lécula se encuentre dicha cadena.

Este tipo de anélisis se ha empleado en
la optimizacion de la sintesis sin codi-
solventes, centrdndose en el rendimien-
to a FAMEs a 24 horas.
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Andlisis por cromatografia liquida de
alta resolucion (RP-HPLC)

Elmétodo de anélisis empleado se de-
sarroll6 a partir del método de Holcapek
y col. ¥, Primero se centrifugan los pro-
ductos recogidos en el vial para separar
las fases presentes en la misma. A conti-
nuacion, se recogen 10 pL de la fase su-
periory se diluyen con 990 pL de tetrahi-
drofurano. La muestra asi preparada se
somete a un andlisis HPLC, que utiliza
una columna Mediterrdnea C18, de 150
4,6 mm (ancho externo) y con un didme-
tro de particula de 3 pm. Ademads, esta co-
lumna cuenta con un filtro y una preco-
lumna. La temperatura del horno en el
que se encuentra la columna es de 25 °C.

Como eluyentes se empled una mez-
cla deisopropanol y hexano con unare-
lacién en volumen 5:4, acetonitrilo y agua
milliQ. Se inicia el método de analisis em-
pleando un 90 % de acetonitrilo yun 10%
de agua milliQ. A tiempo 15 min, el elu-
yente estd constituido en un 100% por
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Se obtiene un 80% de conversion a FAMEs en 24 horas a
500 C, con una mezcla 1:1 en peso de Novozym 435y
Lipozyme TLIM, con un 7% en peso de enzima respecto
a aceite y una relacion acetato de metilo:aceite de 7:1

acetonitrilo, y esta composicién se man-
tiene hasta los 20 min. Posteriormente,
de 20 min a 30 min, el disolvente alcan-
za progresivamente una composicion del
50% de acetonitrilo y el otro 50% de la
mezcla de isopropanol y hexano. Estas
concentraciones se mantienen constan-
tes hastalos 50 min. De 50 min a 60 min,
se va alcanzando una composicion del
90% de acetonitrilo y del 10% de la mez-
cla. Por dltimo, de 60 min a 70 min, el elu-
yente estd formado por un 90% de ace-
tonitrilo yun 10 % de agua milliQ. El cau-
dal del eluyente es de 0,75 mL/min.

Los componentes arrastrados por el
disolvente se analizan en un detector Dio-
de Array (Jasco MD-2015 Plus), que mi-
de a longitudes de onda de 205 nm, 215
nmy 220 nm, eligiéndose la primera pa-
ra cuantificar los compuestos implica-
dos porla mayor sensibilidad demostra-
da. Parala cuantificacién se utilizan ca-
librados externos de concentracion frente
aaltura de trioleina paralos picos de acei-
te, yde concentracion frente a drea para
los picos de metilésteres de oleico, lino-
leico y estedrico.

Este andlisis se puso a punto y se apli-
c6 con las muestras obtenidas enlos ex-
perimentos con CO, supercritico como
disolvente.

Resultados y discusion

I Optimizacion para sintesis
sin codisolventes

Los factores que afectan a la catdlisis
enzimadtica de biodiésel a partir de acei-
tes con mayor influencia son, en gene-
ral, los siguientes: temperatura, propor-
cién de las enzimas (en este caso No-

vozym 435y Lipozyme TLIM) enla mez-
cla que se usa como catalizador, canti-
dad de enzima total y la relacién agente
metilante/aceite "8 192262731,

Lamayoriadelos trabajos realizados en
sistemas similares empleaban tempera-
turas comprendidas entre 25 y60° C, sien-
do el intervalo més habitual entre 30 y
50° C. Esto se debe a que, en principio,
un aumento de esta variable favorece la
reaccién aunque, llegado cierto limite,
puede provocar la desactivacién de la
enzima. Por ello, se eligié dicho rango
de valores para estudiar este factor, fi-
jandose tres niveles: 30, 40 y 50° C.

Por otro lado, lamayor parte de los es-
tudios se han realizado empleando una
sola enzima. Sin embargo, se opt6 por
usar una mezcla de enzimas donde los
beneficios podrian ser dobles ?"*": por
unlado, se sabe que Novozym 435 es més
especifica a las posiciones 1y 3, con lo
que se pretende que Lipozyme TLIM, al
ser inespecifica, ataque a la posicién 2
del triglicérido; por otra parte, el coste
de Novozym 435 es muy superior al de
Lipozyme TLIM, por lo que, de obtener
resultados positivos, podria reducirse
notablemente el coste del catalizador.
Asi, se seleccionaron los siguientes ni-
veles de porcentaje de Novozym 435 res-
pecto al total de la enzima: 25, 50 y 75.

Ademads, la cantidad de enzima total
necesaria suele encontrarse en el rango
2-20% de aceite en peso, tomando por
lo general valores entre 4 y 10% %17,
En consecuencia, los niveles escogidos
se localizaron en este tiltimo intervalo,
correspondiéndose con los valores de
5,7y 10%.

Respecto al agente metilante (mezcla
de metanol y acetato de metilo), se toma
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Tabla 3. Resultados de los experimentos de optimizacion de condiciones de operacion para la

sintesis de FAMES en ausencia de codisolventes.

Experim. T (°C) % N435 % enzimas AcMe:aceite Rendimiento

(%)
1 50 75 10 5 64,7
2 30 75 10 5 65,9
8 40 75 10 5 59,8
4 50 25 10 6 69,9
5 30 25 10 6 79,2
6 40 25 10 6 785
7 50 50 10 7 58,0
8 30 50 10 7 75,0
9 40 50 10 7 71,2
10 50 75 5 5 76,1
11 30 75 5 5 57,3
12 40 75 5 5 71,3
13 50 25 5 6 54,0
14 30 25 ) 6 66,7
15 40 25 S 6 76,1
16 50 50 5 7 76,9
17 30 50 5 7 71,0
18 40 50 5 7 59,7
19 50 75 7 5 68,7
20 30 75 7 5 77,3
21 40 75 7 5 64,8
22 50 25 7 6 69,9
23 30 S 7 6 67,4
24 40 25 7 6 64,6
25 50 50 7 7 80,2
26 30 50 7 7 65,3
27 40 50 7 7 63,5

como base el trabajo de Talukdery col.,
en el que se decide emplear siempre una
relacién molar aceite:metanol de 1:1 9.
Segtn los autores, esta proporcion es la
optima para evitar, en la medida de lo
posible, la desactivacién de la enzimayy,
ala vez, beneficiarse del aumento de la
velocidad de reaccién que lleva asocia-
do el uso de metanol. En este mismo es-
tudio, se analizan también distintas re-
laciones acetato de metilo/aceite, con-
cretamente: 3:1, 4:1, 6:1, 8:1 y 12:1,
consiguiendo los mejores resultados con
la proporcién 8:1 9. Aplicdndolo al caso
de interés, la zona de estudio se localizo
enlos niveles 5:1, 6:1y 7:1.
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Elegidas las variables y niveles, se plan-
te6 un disefio factorial fraccionado que
permitié reducir el niimero de experi-
mentos de un diseno clésico. La nota-
cién que se sigue para este tipo de dise-
fos es nk-p, donde n es el niimero de ni-
veles, kel nimero de factores con los que
seva a experimentar, y p el grado de frac-

cionamiento. Como se ha comentado,
se escogieron tres niveles para los cua-
tro factores de estudio, y un grado de
fraccionamiento 1. De esta manera, el
diseno seria del tipo 34-1, es decir, un di-
sefio que permite estudiar cuatro facto-
res en 27 experimentos.

Losresultados de conversion a 24 ho-
ras (ver Tabla 3) muestran que la mejor
produccién con un 80% de conversion
a FAMEs se obtiene para el experimen-
torealizado a 50° C, con una mezcla 1:1
en peso de Novozym 435 y Lipozyme
TLIM, con un 7% en peso de enzimares-
pecto a aceite y una relacion acetato de
metilo:aceite de 7:1. Este resultado es 16-
gico teniendo en cuenta lo obtenido por
otros autoresy el hecho de que un exce-
so de agente metilante supone una di-
lucién del aceite que ya reduce la velo-
cidad de reaccién y la productividad.

El trabajo también pone de manifiesto
que temperaturas demasiado altas su-
ponen deactivaciéon enzimética y que
las dos enzimas son complementarias
y necesarias para un maximo rendi-
miento a biodiésel (lo cual también se
demuestra para el par de lipasas Can-
dida rugosa: Rhizopus oryzae emplea-
do en condiciones supercriticas en el
trabajo de Lee y col. #").

Ademds, los resultados obtenidos se
pueden representar en graficas con su-
perficies de respuesta, tras relacionar la
variable «rendimiento a FAMEs a 24 h»
con las variables independientes antes
mencionadas. De esta correlacion sur-
ge la ecuacién que relaciona el rendi-
miento (la funcién objetivo selecciona-
da) con las variables de operacion:

Y =—3,08—2,55 . X1 ar 4,59 . X2— 13,77 . X3+ 14,29 . X4—0,04 . X1 . X2

-0,03 - Xq-X3—0,01 - Xq-X,—0,57 - Xy Xg+ 2,37 - X3+ X, + 0,07 - X7

, donde el subindice 1 designa la temperatura, el 2 la proporcién de

Novozyme a enzima total, el 3 el porcentaje de enzima y el subindice 4 la

relacion acetato de metilo/aceite.
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Figura 5. Efecto de la temperatura y de la relacion entre reactivos en la conversion (Xb) a biodiesel.

Esta ecuacion sirve para poder dibu-
jar las superficies de respuesta (de las
que una muestra se da en la Figura 5) y
corroborar las condiciones éptimas de
operacion discutidas.

Los resultados conseguidos pueden
compararse con los obtenidos en otros
trabajos a través de la Tabla 4, que reco-
ge, a grandes rasgos, las similitudes de
otras investigaciones con la propia. El
trabajo aquireflejado es una alternativa
deinterés, puesto que se podrian alcan-
zar resultados del mismo orden que otros
autores, pero empleando menor canti-
dad de Novozym 435 con respecto al to-
tal de catalizador, lo que conlleva una
reduccioén del coste, factor determinan-
tealahora de evaluarlaviabilidad de un
proceso. Ademads, se consigue reempla-
zar el metanol en un alto grado, pu-
diéndose reutilizar la enzima al evitar el
efecto desactivador del alcohol.

I Sintesis con CO, supercritico
como codisolvente

Una vez conocidaslas condiciones me-
jores sin afiadir codisolventes a la mez-

cladereaccion, sellevaron a cabo varios
experimentos utilizando di6éxido de car-
bono supercritico.

Parallevar a cabo los experimentos se
emplearon las mejores condiciones ha-
lladas en la etapa anterior, es decir, co-
mo agente metilante se emple6 una mez-
clade acetato de metilo enrelacién mo-
lar 7:1 respecto del aceite, y como
catalizador, una mezcla de las enzimas
en unarelacién en peso 1:1 entre ellas y
del 7% respecto del aceite de oliva.

La cantidad de agentes metilantes fue
de un 10% en peso respecto a la canti-
dad de CO,. Estarelacion se fijé para ase-
gurar la total solubilizacién del aceite en
la mezcla CO,-agentes metilantes. Y se

Tabla 4. Resumen de los resultados de rendimiento de biodiésel (Xb) conseguidos en este trabajo y por

otros autores en ausencia de codisolventes.

fij6 atendiendo ala solubilidad del acei-
te de girasol en CO, supercritico, tomando
como codisolvente etanol, que, paralas
condiciones de operacién de 250 bar y
una temperatura de 40° C, es de 30 g de
aceite/kg de CO, ®.

El uso de di6xido de
carbono supercritico
como codisolvente a
250 bar no reduce el
rendimiento a FAMEs a
pesar de la gran
dilucién respecto a las
condiciones en
ausencia de este
codisolvente, porque
rebaja la viscosidad de
la mezcla mejorando la
difusion de los
reactivos

Los experimentos se llevaron a cabo a
esta temperatura porque se consideré
que el empleo de condiciones supercri-
ticas estaba orientado a la produccién
en continuo, tipo de operacién que re-
quiere de las condiciones mads estables
posibles. En estas condiciones, hay que
recordar que los rendimientos a FAMEs
en ausencia de codisolvente estaban en
el intervalo 58-65%.

Elandlisis de las muestras a tiempo ce-
ro, a 1 hora, a 24 y a 48 horas (experi-
mentos por duplicado) se llev a cabo
por el método de HPLC en fase reversa

Condicién experimental relacionada Xb (%) Referencia
Intervalo de temperatura: 30 - 50° C 86 -97 [7,17-19, 21, 27, 31]
Sistema enzimatico: Novozym 435 + Lipozyme TL IM 96 — 97 [21]

Agente metilante: Metanol + acetato de metilo 95 -96 [19]
Tiempo de reaccion: 24 h 84 - 96 [7,17-19, 21, 27, 31]
Este trabajo 80 =
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(RP-HPLC) anteriormente descrito. En
la Figura 6 se muestrala evolucién de los
cromatogramas correspondientes en los
que se indican los picos del aceite de par-
tida y los FAMEs producto.

Como se observa, el rendimiento a FA-
MEs alas 24 h era del 60%, es decir, simi-
lar alos obtenidos en ausencia de CO,SC
y por otros autores con otras enzimas y
aceites (Tabla 1), ydel 80% alas 48 horas.
Este hecho esinteresante ya que muestra
queladilucion considerable debida al uso
del codisolvente (entendiendo quelamez-
cla de agentes metilantes ya acttia como

disolvente, ademds de como mezcla de puede estribar en la gran velocidad de di-
reactivos) no frenalasreacciones que dan fusion en los poros de los catalizadores
lugar alos ésteres metilicos de dcidos gra- enzimdticos que se obtiene en condicio-
sos. Esmés, se puede intuir un efecto ac- nes supercriticas (del orden de 1.000 a
tivador considerable, al estar lamezcla de 10.000 veces superiores a la de los siste-
reaccion en proporcion 1:10 en peso res- mas en ausencia de codisolvente super-
pecto al diéxido de carbono supercritico critico). La alta viscosidad de los sistemas
a250 atm y 40° C. Si se acepta una densi- liquidos lleva a unas velocidades de trans-
dad del CO,SC de 0,3 g/cm?® a estas con- ferencia de materia en los poros muy ba-
diciones, ello supone una dilucién 30 ve- jas. Los sistemas supercriticos tienen vis-
ces mayor a las condiciones sin codisol- cosidades varios 6rdenes de magnitud in-
vente. La raz6n de este buen resultado feriores (en especial, si se considerala alta
2 —— Mezcla aceita-AcMe-metancl Dighicéridos  Triglicaridos (aceie)

e Musssira reaccidn scCO2 a 1h
— Muestra reaccion scCO2 a 44h

Monoglicéddos FAMEs (biodiesed)

PN NN ERRNBREIRARERRROIRERD

Figura 6. Cromatogramas de RP-HPLC que muestran la evolucion temporal de la sintesis de FAMES
(biodiésel) en CO, superecritico.
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viscosidad del aceite), que explican la al-
ta difusividad en estos sistemas. Esta di-
fusividad elevada contrarrestariala dilu-
cién delosreactivosyllevariaa unrendi-
miento a biodiésel elevado atn a baja
concentracién de los mismos.

En estas circunstancias cabria pro-
poner el desarrollo de experimentos en
continuo en di6xido de carbono super-
critico en reactores tipo lecho fijo que
contengan una mezcla de las dos enzi-
mas empleadas al 50% en peso (con-
centracién de enzima total a medio de
reaccion en torno al 150%), maximi-
zando hasta donde deje la solubilidad y
la difusividad efectiva de los reactivos
la concentracién de estos en el medio
de reacciéon. Asimismo, seria de utilidad
estudiar la estabilidad de tal sistema una
vez optimizada su actividad, teniendo
en cuentala gran capacidad de estabili-
zacion que tiene tanto el acetato de me-
tilo como el propio CO,SC.

Ala vista de los resultados obtenidos
en los dos sistemas analizados, cabe con-
cluir que:

I Las condiciones 6ptimas en exceso de
acetato de metilo indican que se pre-
cisa de temperaturas moderadas, mez-
clas enzimdticas adecuadas al 50% en

Conclusiones
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peso, concentraciones globales de en-
zimas elevadas y relaciones molares
de acetato de metilo a aceite que des-
placen el equilibrio quimico hacialos
FAMEs pero que no diluyan en exce-
so el aceite.

I El uso de diéxido de carbono super-
criticono reduce el rendimiento a FA-

PARA SABER MAS

MEs a pesar de la gran dilucién res-
pecto alas condiciones en ausencia de
este codisolvente. Este hecho se pue-
de deber a la mejora de la difusividad
delosreactivos en los poros de los bio-
catalizadores y ala dilucién que sufren
tanto el aceite como los agentes meti-
lantes. Por ello, este medio podria ser

adecuado para mejorar la estabilidad
del catalizador enzimatico en produc-
cioén en continuo y para facilitar la pos-
terior separacion de los productos. ¢
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