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Resumen

RESUMEN

Los procesos catalizados por lipasas han sido amefite investigados como alternativa para
la produccién de metil ésteres de acidos grastty gaid methyl ester, FAME) o biodiesel. El
interés en este proceso radica en que a difereiecilas procesos convencionales catalizados
con sales alcalinas, los procesos catalizadosipasals permiten el uso de materias primas
alternativas y de menor costo, tales como el acedidual de fritura (waste frying oil, WFO).
Pese a los logros alcanzados hasta la fecha, &istatenzimética no ha llegado a ser
competitiva con el proceso quimico convencionatoEBe debe principalmente a los altos
tiempos de reaccion de hasta 48 horas, la pérdida dctividad enzimatica por el metanol
usado en la reaccion y los altos costos del proesseiados entre otros, a que las enzimas no
puedan ser reutilizadas. En la presente investigase optimiz6 el proceso enzimatico de
produccion de FAME utilizando aceite de raps y WE&no materias primas, con metanol
como aceptor acilo. La reaccion fue catalizadalpoenzima comercial lipasa deandida
antarctica inmovilizada en resina de acrilico (Novozym 43EBh una primera etapa se
desarroll6 una matriz superficie respuesta (MSR) tas variables: razon metanol/aceite
(mol/mol), dosis de lipasa (% p/p de Novozym 43&nperatura (°C) y el contenido de WFO
en la mezcla con aceite de raps (% p/p). Los @dodt obtenidos permitieron generar un
modelo, el cual predijo rendimientos de hasta ub #0de FAME en 12 horas de reaccién
utilizando un 100 % de WFO. De acuerdo al modaoadicion de WFO increment6 el
rendimiento de FAME, lo cual podria estar asociaglosu mayor contenido de
monoacilglicéridos, diacilglicéridos y acidos gradibres (en comparacion al aceite de raps),
los cuales son sustratos mas disponibles para t@ista enzimatica. Posteriormente,
utilizando sélo WFO como materia prima, se realimé segunda etapa para optimizar el
proceso eliminando el agua de la reaccion, a trdekaso de tamices moleculares de tamafio
de poro de 3 A. La adicion de los tamices moleeslgeneré un medio anhidro que evito las
reacciones paralelas de hidrolisis y esterificacltavando a cabo la produccion de FAME
principalmente a través de la transesterificaciéntrfylicéridos. Este proceso en medio
anhidro permitié disminuir la acidez del productmerementar el rendimiento de la reaccion.
En una tercera etapa, se investigo la posibilidadedtilizar las enzimas bajo las condiciones

de operacion resultantes de las dos etapas pres@agprobaron solventes hidrofilicos e
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Resumen

hidrofobicos para el lavado de las enzimas y suepos reutilizacion. Sin embargo, los
mejores resultados fueron obtenidos utilizartda-butanol como co-solvente durante la
transesterificacion, el cual tiene la caracterstie ser medianamente polar. En esta etapa fue
posible llevar a cabo 17 ciclos sucesivos de prtducde FAME usandtert-butanol como
co-solvente de la reaccion, mostrando que Novoz8Bplede ser reutilizada en un medio
anhidro. Finalmente, se estudi6 la cinética de#cion enzimatica de producciéon de FAME
utilizando WFO como materia prima en un sistematedrbutanol como co-solvente y medio
anhidro. Los resultados se ajustaron a un modelg Pong con inhibicibn competitiva por
metanol y sin inhibicion por sustrato. Con los heslos se pudo establecer la factibilidad de
usar altas dosis de metanol de hasta 8/1 moleset@noi/moles de WFO que permitieron
desplazar el equilibrio hacia la formacion de patduacelerando la reaccién sin inhibir la
actividad enzimatica. Utilizando esta dosis de matae implementd un reactor enzimatico
semi-continuo para la produccion de FAME. Las coiodies de operacion del reactor fueron
establecidas de acuerdo a los resultados de laeistapa (100 % p/p WFO, 15 % p/p de
Novozym 435 y 44,5 °C a 200 rpm). El reactor fuerago reutilizando las enzimas durante
ciclos consecutivos de 4 horas, en un sistema teohbutanol como co-solvente y
recirculando la mezcla de reactantes a través decalumna con tamices moleculares para
extraer el agua. Los resultados mostraron rendiosesobre un 80 % de FAME durante 7
ciclos sucesivos, sin evidenciar pérdida de a@ividnzimatica. A diferencia de los trabajos
reportados hasta la fecha, los cortos tiempos akri@ de este proceso y la reutilizacion de
las enzimas generan una alternativa factible deitdezada a escala industrial. Este proceso
presenta importantes ventajas en comparacion aegoo convencional con catalizador
quimico. Esto se debe a que a pesar de que elsprapgmico requiere solo 1 hora de
reaccion de transesterificacion, luego del procesonecesaria una etapa de lavado para
eliminar los residuos del catalizador quimico. Edtgpa anexa no es necesaria en el proceso
propuesto debido a la utilizacion de un catalizastalido. Ademas, el proceso enzimatico
propuesto tiene la ventaja de ser flexible permitteel uso de materias primas alternativas y
de menor costo para la producciéon de FAME. Poatad, los resultados de este trabajo han
generado un proceso con catalizador enzimatico puede llegar a ser no solo
ambientalmente sino que también econdmicamente efitiip con la catalisis quimica

convencional.
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Abstract

ABSTRACT

Lipase-catalyzed processes have been widely imatetl for biodiesel of fatty acid methyl
ester (FAME) production. The interest in this psxas that, unlike the alkaline process,
lipase-catalyzed processes allow free fatty aciéAjFesterification to FAME avoiding the
saponification reaction when alternative raw matsrisuch as waste frying oils (WFQO) are
used. Although interesting results have been rehcipeto date, the enzymatic catalysis has
not become competitive compared to the conventichamical process. The main reasons
explaining this issue are the long reaction timei{48 h), the loss of enzymatic activity due
to methanol use in the reaction and the high ojeralt costs because the lipases cannot be
reused. The enzymatic FAME production process vpdisnzed in the present investigation
using WFO and rapeseed oil as raw material, witthax®l as an acyl acceptor. The reaction
was catalyzed by the commercial lipaseGaindida antarcticammobilized on acrylic resin
(Novozym 435). In the first step a response surfae¢hodology (MSR) to analyze and
optimize the interaction effects of four variabtes FAME production yield was developed:
final methanol-to-oil ratio (mol/mol), WFO content the feedstock mixture (% wt),
temperature (°C) and Novozym 435 dosage (% wt basedil weight). With the results
obtained an empiric model was generated, whichigiestiuntil 100% of FAME yield after 12
hours of reaction time, using 100% of WFO. Accogdio the model, the addition of WFO
increased FAME yield, which is largely due to itgher contents of monoacylglycerols,
diacylglycerols and FFA (in comparison to rapese#d which are more available substrates
for the enzymatic catalysis. Subsequently, a sesteyl to optimize the process producing an
anhydrous medium by the addition of molecular sieve3 A to the reaction using only WFO
as raw material was carried out. Using this anhyslrmedium, FAME yield was improved by
avoiding hydrolysis and esterification reactionsyducing also a decrease in both the acid
value and the diglycerides content in the prodicizymes reuse in the anhydrous medium
using WFO as raw material was studied in a thiegp.sHydrophilic and hydrophobic solvents
were tested to wash the enzyme and to recover dtigtyp However, better results were
obtained using the moderate polar solviemt-butanol as a co-solvent, which led to a stable
catalysis using Novozym 435 even after 17 successicles of FAME production in

anhydrous medium. Finally, the enzymatic transditation kinetics in aert-butanol system
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and anhydrous medium was investigated regarding EAWbduction using WFO as raw
material. The results were adjusted to a Ping Randel with inhibition by methanol and
without inhibition by WFO. With these results, tfgasibility of using high methanol dosage
until a methanol/WFO ratio of 8/1 (mol/mol) wasaddished, allowing the reaction to move to
the product side, and improving the reaction raithout enzymatic activity loss. Using this
methanol dosage an enzymatic reactor for FAME prtdo was set-up. The operational
conditions were established according to the §tsp (100 wt % WFO, 15 wt % of Novozym
435, 44.5°C and 200 rpm). The reactor was operatgsing the enzymes during consecutives
cycles of 4 hours in gert-butanol system and recycling the mixture of reastanrough a
column containing the molecular sieves of 3 A f@tev removal. The results showed 80% of
FAME yield during 7 successive cycles of reactiatthout loss of enzymatic activity. The
short reaction time of the proposed process andeahge of the enzymes generate a feasible
alternative to be implemented at industrial scalbis process has several advantages
compared to the chemical process. Although the atsrprocess requires only 1 hour of
reaction time, after the process a washing steprtwve catalyst residues is necessary. This
washing step is not necessary in the enzymaticegptecause Novozym 435 is a solid
catalyst. In addition, the enzymatic process hasatiivantage to be flexible allowing the use
of alternative and low cost raw materials. Therefdhe results obtained in this work have
generated an enzymatic process that could becoimenhoenvironmentally friendly but also

economically competitive with the chemical-catalypzocess.
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CAPITULO I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS




Introduccion y objetivos

1.1 INTRODUCCION

El biodiesel o metil ésteres de acidos grasosy(fatid methyl ester, FAME) de cadena larga,
es un biocombustible que ha sido propuesto comaliem@nativa para sustituir parcialmente el
diesel. EI FAME es producido convencionalmente avéds de la reaccion de
transesterificacion, en donde aceites vegetalesetamol reaccionan en presencia de un
catalizador basico para producir FAME y glicerolmmresiduo o subproducto (Fjerbaek
al., 2009).

A pesar de que el proceso convencional de producd® FAME ha sido ampliamente
utilizado, éste presenta falencias tanto ambientatemo econdmicas. En la produccion
convencional de FAME se utilizan sales alcalindsstaomo KOH o NaOH, las cuales
reaccionan con el metanol para generar metoxidooceatalizador. El uso de estos
catalizadores genera residuos liquidos debido aguequiere una etapa de lavado del FAME
al final del proceso, necesaria para eliminar &essalcalinas utilizadas. En este proceso se
generan alrededor de 20 L de residuos liquidosgda 100 L de FAME producido, los cuales
requieren un tratamiento de neutralizacion quesmentan los costos de produccién. Ademas,
el glicerol producido contiene residuos del casalar perdiendo su potencial como
subproducto. Por otro lado, los aceites vegetaligaglos en este proceso que provienen
mayormente de soya, maravilla y raps, presentatosio elevado, incrementando el valor del
producto final por sobre los del combustible fdsidls costos del aceite vegetal corresponden a
alrededor de un 80 % de los costos totales de peaiitu El reemplazo de estos aceites por
otros de menor costo, tales como los aceites r@sislde fritura (waste frying oil, WFO) no es
factible utilizando el proceso convencional. Estaldsbe a que el catalizador basico utilizado
reacciona con los acidos grasos libres (free fatig, FFA) comUunmente presentes en aceites
residuales o alternativos, generdndose jabdon eocioges paralelas de saponificacion
(Fjerbaeket al, 2009).

La utilizacion de lipasas inmovilizadas como catdior permite el uso de materias primas
alternativas en la produccion de FAME (Fukwtaal, 2001). Esto se debe a que junto con
llevar a cabo la transesterificacion de triglicésd(TG), estas enzimas catalizan la
esterificacién de los FFA para producir FAME. Ademél uso de lipasas inmovilizadas evita

la etapa de lavado al final del proceso permitiel@oecuperacion y reutilizacion de las
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enzimas, evitando asi la generacion de residuasdtg y generando glicerol libre de

impurezas.

Pese a la gran cantidad de estudios realizadodigasas, existen pocas investigaciones
relacionadas con la produccion de FAME utilizande@\tomo materia prima y lipasas como
catalizador (Al-Zuhairet al, 2009). Usandd&hizopus oryzaeomo bicatalizador, los FFA de
un WFO sintético fueron esterificados para prodB&ME, lo cual incremento el rendimiento
de la reaccion en hasta un 20 % €@tial, 2007). Por otro lado, Watanale¢ al. (2001)
testearon la enzima comercial lipasaG#ndida antarcticanmovilizada en resina de acrilico
(Novozym 435), obteniendo un rendimiento 5,5 % mecwando se utiliz6 WFO como
materia prima en vez de un aceite vegetal. Estagatbcciones demuestran que a pesar del
alto potencial de incorporar en la materia primaaagaite residual en un proceso catalizado
con lipasas, no existe claridad acerca de los afegtie pueden tener diferentes materias
primas en el rendimiento de la reaccién. En edtedgsse plantea que considerando el estado
degradado de los WFO, que contienen mayor cantitadFFA, monoglicéridos (MG) y
diglicéridos (DG) que un aceite vegetal, podriarus& materia prima mas disponible para ser
catalizada por las lipasas, a través de la traardfgstcion y esterificacion, acelerando la

reaccion.

Por otro lado, ha sido establecido que junto cotrdasesterificacion y dependiendo de las
condiciones del medio (inorganico u organico y eneg&a de FFA), las enzimas pueden
catalizar las reacciones paralelas de hidrélisissterificacion. En este sentido, no existe
claridad acerca de los mecanismos de accion denasas y de las consecuencias en el
producto y en el rendimiento al producir FAME avés de una u otra ruta. Algunos autores
han establecido que el contenido de agua en laié@apermitiria incrementar su rendimiento
al favorecer el funcionamiento de las enzimas\&@fale la formacion de una interface agua-
aceite (Yu et al., 2010). Sin embargo, la adiciéragua a la reaccién también puede favorecer
la hidrdlisis disminuyendo el rendimiento y afectannegativamente las propiedades del
producto al hacerlo mas acido. Investigacioneentes han planteado que la lipasa Novozym
435 se encuentra hidratada (presenta agua ligada evatriz), por lo que la adicion de agua
no seria necesaria (Ognjanowt al, 2009; Tamalampudet al, 2008). Esto genera la

alternativa de investigar la produccion enzimatiisa FAME en un medio libre de agua
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(anhidro) para analizar los posibles efectos en clascteristicas del producto y en el

rendimiento de la reaccion.

El proceso de produccion de FAME catalizado coasgs inmovilizadas deberia tener la
ventaja de permitir la reutilizacion de las enzimpaga disminuir los costos de produccion. Sin
embargo, problemas de inhibicion y pérdida de amlaty producidos por el contacto de las
enzimas con alcoholes de cadena corta, han impitzgibi su reuso. Junto a lo anterior, para
alcanzar un proceso competitivo a mayor escalajeessario implementar un reactor que
funcione bajo condiciones Optimas. Sin embargatexina falencia en los estudios cinéticos
realizados, debido a que no se realizan bajo cmmg#is Optimas de operacién con co-
solventes adecuados y condiciones que puedantseidedas a mayor escala (Al-Zuhatral,
2009). Ademas, en los estudios realizados talesodosrde Al-Zuhairet al. (2007) y Al-
Zuhairet al.(2009), las reacciones paralelas de hidrélisistgrifisacion podrian interferir en
los resultados de velocidad de reaccién y constacitgéticas, por lo que seria necesario
investigar la cinética enzimatica evitando estaxa®nes secundarias. Por lo tanto, es de
interés realizar un estudio de la cinética enzitaitle la transesterificacion evitando las
reacciones paralelas, para proponer y llevar a talpuesta en marcha de un reactor bajo
condiciones 6éptimas de operacion, que sea faatiker implementado a escala industrial.

1.2 HIPOTESIS

1. La incorporacion de aceites residuales de &ieur la produccion de metil esteres de acidos
grasos, usando Novozym 435 como catalizador y eac#ét raps como materia prima,

incrementa el rendimiento de la reaccion.

2. El uso de un medio anhidro en la produccion @il ésteres de acidos grasos usando
Novozym 435 como catalizador y aceite residualrdard, incrementa el rendimiento de la

reaccion evitando las reacciones paralelas deltsidryg esterificacion.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Desarrollar un proceso enziméatico de producciomdsl ésteres de acidos grasos, utilizando
Novozym 435 como catalizador y mezclas de acegtiglwal de fritura y aceite de raps como

materia prima.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Establecer la influencia de la incorporacioradeites residuales de fritura en el rendimiento
de metil ésteres de acidos grasos usando NovozpntetBo catalizador enzimatico y aceite

de raps como materia prima

2. Establecer el efecto de usar un medio anhidrel eendimiento de metil ésteres de acidos
grasos con Novozym 435 como catalizador enzimjtiexeites residuales de fritura como

materia prima.

3. Establecer un tratamiento para la reutilizaciérNovozym 435 durante procesos sucesivos
de produccién de metil ésteres de acidos grasosedio anhidro, utilizando aceites residuales

de fritura como materia prima.

4. Validar el modelo cinético Ping Pong para laccgmn de produccion de metil ésteres de
acidos grasos en medio anhidro ¢ert-butanol como co-solvente, utilizando Novozym 435

como catalizador y aceites residuales de fritumracmateria prima.

El desarrollo de cada objetivo especifico de esgtis fue escrito en un capitulo por separado.
Previo a estos capitulos se incluyé un capitulardecedentes generales.
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Capitulo 1l. Antecedentes generales

2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 BIODIESEL

2.1.1 Contexto

La crisis energética mundial es un resultado dstigriento de la poblacion y del incremento
del consumo de energia en paises desarrolladoviage desarrollo (Pérez-Lombaatdal,
2008). De 1973 a 2007, el consumo mundial de em@mynaria fue casi duplicado desde 256
a 505 millones de GJ (IEA, 2009). Mientras tandopbblacion mundial estimada para el afio
2010 fue de 6,8 billones (US Census Bureau, 208d9mas, ha sido reportado quepebkde

la produccion de petrdleo, incluyendo los yacinosrue aun no han sido encontrados, pudo
haber sido alcanzada durante 2010 (Oefteal, 2010).

Este escenario ha llevado a la necesidad de bakeerativas para reemplazar el petréleo por
otras fuentes energéticas mas sustentables. Unadgomna alternativa es el biodiesel o metil
ésteres de acidos grasos (fatty acid methyl dsfVE). La produccion de FAME se justifica
debido a que éste puede ser usado para reemplazaalpente el diesel, decreciendo la
dependencia de paises importadores de petrélatugiemndo las emisiones de g@arraretto

et al, 2004). Ademas, el FAME es biodegradable, no thyigeneralmente libre de sulfuros y
compuestos aromaticos (Demirbas, 2009). Pese\eetdajas mencionadas, mas del 95 % del
FAME en el mundo es producido de aceites vegetalagestibles (Guet al, 2008), lo cual
ha incrementado la demanda y el precio de losexcergetales a nivel mundial (Gustone,
2009). Ademas, alrededor de un 70 a 95 % de lasxotstales de produccion de FAME son

relacionados con la materia prima, aceites vegetale

Para la produccion de aceites vegetales es nezaddizar suelos agricolas. En paises en
desarrollo, esto podria limitar la cantidad de suk$ponible para la agricultura, reduciendo la
seguridad alimentaria, cuando 1 billon de persené® actualmente de malnutricion en estos
paises (FAO, 2009). Ademas, Estados Unidos nedesiterca de un 13 % de su tierra
agricola disponible para reemplazar 5 % del diasabo en el transporte, mientras Europa
requeriria un 15 % para conseguir el mismo fin gbacet al, 2009).
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Basado en estos hechos, es necesario utilizar isgaf@imas alternativas que permitan una
produccion de FAME econdmicamente factible, sinctafie negativamente la seguridad
alimentaria (Haas, 2005; Parawira, 2009). En génks materias primas alternativas, tales
como los aceites residuales de fritura (waste d¢ryih, WFO) y las grasas residuales, difieren
en su composicion y son caracterizadas por uncaitbenido de acidos grasos libres (free
fatty acid, FFA). Los FFA generan reacciones deosigacion cuando se utiliza un
catalizador alcalino para la produccién de FAMEefBaeket al, 2009). Por lo tanto, es
necesario utilizar otros catalizadores para lazation de estas materias primas alternativas.
En este sentido, el uso de catalizadores biologieositiria la produccién de FAME usando

diferentes materias primas.

2.1.2 Transesterificacion y proceso convencional ggoduccion

La transesterificacion es el término usado parardesla clase de reacciones organicas en
donde un éster es transformado en otro, a travésnwEcambio de un grupo alcoxido
(Parawira, 2009) (Figura 1). La produccion de FAME basa en la reaccion de
transesterificacion entre un triglicérido (TG) y tamol, en presencia de un catalizador,
produciendo FAME vy glicerol como subproducto (Fggbet al, 2009; Parawira, 2009). Esta
reaccion ocurre en etapas sucesivas, con monagligédidos (MG y DG) como productos
intermediarios (Marchetgt al, 2007).

H.C - COOR R OCOR, H.C - OH
\ + \
HC -COOR + 3R OH Catalizador R OCOR + HC - OH
>
| — o |
H,C - COOR R OCOR; H,C - OH
Triglicérido Alcohol FAME Glicerol

Figura 2.1 Reaccion de transesterificacion.

En un proceso industrial convencional se utiliza omezcla de metanol y aceite vegetal con

una razon molar de 6:1 para llevar a cabo la tetes@icacion en 1 hora de reaccién,
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utilizando NaOH como catalizador basico (Marchettal, 2007; Parawira, 2009). Debido a
la baja solubilidad del aceite en el metanol selpcen dos fases en este proceso. Por lo tanto,
se necesita agitacion (alrededor de 200 rpm) yaltaatemperatura (60 °C) para garantizar
una cinética de la reaccion aceptable. Durantedacion se forma un alcéxido por la mezcla
entre el NaOH y el metanol, el cual es usado caatalizador de la reaccion (Marchedtial,
2007). Después de que la reaccion de transesaeiidic es finalizada, la mezcla es llevada a
una etapa de sedimentacién por gravedad. El glisedimenta y la capa superior corresponde
al FAME. El glicerol es separado y el FAME es lavatbn agua para remover las sales
utilizadas para la formacién del catalizador. Adens® requiere una etapa de neutralizacién
del FAME para eliminar residuos de sodio y jaboh.ekceso de metanol presente en el
FAME puede ser recuperado por destilacion, mierguasel glicerol puede ser refinado para

su utilizaciéon o directamente descartado como wesid

2.1.3 Catalisis acida y basica

La metandlisis con catalizador basico es una réaaé adicion-eliminacion que involucra el
ataque nucleofilico del anién metoxido a un atoneocdrbono del grupo carbonilo del
acilglicerol (Marchettiet al, 2007). Como el anion metdxido resulta de la réacentre el
metanol con los iones hidroxilos, la concentracdénones de metoxido se incrementa con la
cantidad de alcali. KOH y NaOH son usados comdizatiores basicos para la formacion del
metdxido. Al usar materias primas alternativas etto indice de acidez, el catalizador
alcalino reacciona con los FFA para producir jab@&m una reaccién secundaria de
saponificacion durante la transesterificacion (latk y Dalai, 2006). El jabén formado
permanece remanente tanto en el glicerol coma déaske de FAME, lo que hace necesario
costosos métodos para la purificacion del glicgrel proceso de lavado del FAME. Por lo
tanto, la catalisis basica no permite producir FAM& materias primas alternativas que
contengan sobre 1 mg KOH/ g aceite de FFA (Canak€ly; Fjerbaelet al, 2009; Parawira,
2009).

El uso de catalizadores acidos permite producir EAMilizando materias primas con alto
contenido de FFA (Al-Zuhaiet al, 2009; Canakci, 2007; Marcheét al, 2007; Veljkovicet
al., 2006; Wanget al, 2006b; Zhenget al, 2006). Usando acido sulfdrico (asi como otros

catalizadores acidos), los FFA pueden ser estadifis a FAME sin la formacion de jabon. Por
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lo tanto, los catalizadores acidos también puedenisados como un pretratamiento, antes de
la reaccién alcalina (Marchettt al, 2007; Veljkovicet al, 2006). Ademas, los TG pueden
reaccionar con el metanol para producir FAME y ai¢ en una reaccién de

transesterificacion, usando catalisis acida.

La catélisis acida o su uso como un tratamientoipra la catalisis basica, requiere largos
tiempos de reaccion y altos costos de equipamideibddo a la generacion de corrosion. Lo
anterior, la hace econOmicamente menos factible tpecatalisis basica utilizada
convencionalmente (Zhargg al, 2003). Ademas, las catdlisis acida y basica exgquoietapas

de neutralizacion y separacion de la mezcla pradudiambién caracterizan a estos procesos
los problemas ambientales y econdmicos relacionadosun alto gasto de energia y la
generacion de aguas residuales (Dossial, 2006). El uso sales alcalinas como catalizador
genera alrededor de 20 L de agua residual por 166 EAME producido (Suehamt al,
2005). Ademas, el balance energético indica qua tamklada de FAME requiere alrededor
de 50 kWh de electricidad, de los cuales entreQifi6% es consumido en la refinacion de la

glicerina (Barnwal y Sharma, 2005).

Las herramientas biotecnoldgicas se presentan coma@lternativa que permitiria solucionar
la mayoria de los inconvenientes ocasionados porc#talizadores quimicas (ROt al,
2010). El uso de un catalizador biologico, tal coripasas purificadas, permite la
esterificacion de los FFA a FAME, evitando la gaw&n de jabdn cuando se utilizan
materias primas con alto indice de acidez. Adenefsglicerol puede ser recuperado
facilmente, y la purificacion de FAME es simplifida Finalmente, si el biocatalizador esta
inmovilizado, éste puede ser facilmente separado ladereaccion, lo que lo hace
econdémicamente y medioambientalmente conveniemgelagroduccién de FAME (Rottigt

al., 2010).

2.2 MATERIAS PRIMAS PARA LA PRODUCCION DE FAME

Las materias primas utilizadas para la producc&fr AME estan compuestas principalmente
por triglicéridos (TG), es decir, ésteres con tmedéculas de acidos grasos y una molécula de
glicerol. Los acidos grasos de los TG son acidoboodlicos de cadena larga (desdg €

C.o), los cuales pueden estar saturados o insaturAdiesnperatura ambiente, la mayoria de
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los TG saturados son solidos (grasas) mientra3 ®nsaturados son liquidos (aceites). De
acuerdo a esta descripcion, existen diferentesriaafgrimas que pueden ser utilizadas para la
produccion de FAME: aceites vegetales comestiblew ycomestibles (Guéet al, 2008),
aceite de microorganismos oleaginosos (Chisti, 200@7et al, 2008) y lipidos residuales
(Azocaret al, 2010b; Canakci, 2007; Felizardbal, 2006).

2.2.1 Materias primas convencionales y alternativas

Los principales aceites vegetales usados en laupcaith de FAME dependen de la zona
geografica. Aceite de raps y aceite de maravill&eropa, y aceite de soya en América del
Norte y del Sur. Algunas ventajas de estos aceibes su bajo nivel de saturacion, bajo
contenido de FFA y propiedades fisicoquimicas sireg (Tabla 2.1). El bajo nivel de
saturacion permite que el FAME obtenido se carmetgror un punto de obstruccion del filtro
en frio similar al del diesel. El bajo contenido BEA y las propiedades fisicoquimicas
similares permiten utilizar en forma efectiva uratiaador alcalino para la produccién de
FAME, por lo que no se requiere modificar el cororenal proceso de produccion. En el
sudeste asiatico el FAME es también producidozatidio aceite de palma como materia
prima. La desventaja es que este aceite es caradermpor un alto nivel de saturaciéon y un

alto valor de acidez (Tabla 2.1).

Una amplia variedad de aceites con alto contengld-EA se encuentran disponibles en
grandes cantidades. Estos aceites son principanusatdos para producir jabon de bajo costo
y son conocidos como aceites no comestibles (Ramsagth al, 2005). Los aceites no
comestibles tienen un menor costo que los acete®stibles y podrian ser utilizados como
materia prima para la produccion de FAME (Barnwa&harma, 2005). Algunos aceites no
comestibles provienen de: jatroffa{ropha curcas, [}, karanja Pongamia pinnatga madhuca
(Madhuca indicg, tabaco Nicotiana tabacum, I, corcho Ficus elasticy nueces de jabon
(Sapindus mukorogsiy aceite de risinoRicinus communis, )L.(Barnwal y Sharma, 2005).
La Tabla 2.1 muestra las propiedades y composiciénacidos grasos de aceites no

comestibles.
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Tabla 2.1Propiedades fisicoquimicas y composicién de aaigasos de materias primas para la produccion deEEAM

Aceite vegetal comestible| Aceite vegetal no comestible Lipidos residuales
Materia prima
© 2 S S|oB| ©
= 8} e n ©c|c®| 8
=S a T < B © @ o o | aoc | @ = o
Propiedades S | g 2 | £ S | 8 g o sl |2 |2 |8 8 & g § % I
- _ S o » o |0 |8 |g@ [Zz8|lw |2 2 |058|65|0h |F | <
(Vc'gf)g’S'dad cnematica |55 134 |65 | 40 | 66| 499 269 - | 270 37| 364 -| - - 70 b8
Densidad (Kg/m) 918 | 927 | - 918| 910 918 911 - 962 926 9p4 - - - -l 189
Indice de acidez (mg 02 |08 |02 53| 34| 14| 199 91 47 45 13 148 8429,8|158 | 193
KOH/g aceite)
Contenido de agua (%) - <0,01 - 2L - - - - 0,2 1,80,4 | 55 19 49| 5,2 -
Punto de ignicion (°C) 220 >100 230 267 - 240 - -| 452| >100| 485| - - - - -
Indice de yodo (&I1009 | | 195 | . | 524 119] - | - | - | 86| 111] 141 - oo -] s
aceite)
Capacidad calorifica
(MJ/kg) 40 | - 40 | - 38 | 40 | - - 38 | - 41| - - - 40| -
Composicién acidos grasas
(% p/p)
Acido palmitico (C16:0) | 6,8 | 4,2 11,8/ 42,6 10,2 13,4 8,9 4.7 1,8 12,2 202,71 26 17,2 0 -
Acido estearico (C18:0) 3,3 1.3 3,2 44 87 54,2 8 15 0,8 4,1 48| 8,2 1644 | 2,1 -
Acido oleico (C18:1) 16,9 66,6/ 23,83 40,5 24,6 845658 | 52,6 3 28,5 52 415 39,65,7| 52,7 | -
Acido linoleico (C18:2) 73,7 18,7| 5,5 101 39,62,3| 12,1 | 4,7 4.4 495 135 309 44 55,3 -
Acido linolénico (C18:3) | 0 7,7 6,3 0,2 16| O 0 0 0,5 3,5 0,8 3, o6 7,1 49
Otros 26 | 15 0 2,2 09 31 5 36,6 87|22 76 | 3,7 12,90 0 -
Referencias 1 2 1 2'4' 1 67 | 78 | 6 9-10| 2 E 13 13 | 14 | 15 | 16

2 A 40 °C.° Aceites no refinado§.AST: Aceite de semillas de tabaédcido ricinoleico.

¢1 Ramadhast al.(2005),2 Azécaret al. (2010b),3 Barnwal y Sharma (2005%,Demirbas (2005) Talukderet al.(2009),6 Chhetriet al. (2008),7
Sarinet al. (2007),8 Sharmeet al. (2010),9 Scholz y Nogueira da Silva (2008)) Sousaet al.(2010),11 Demirbas (2009)12 Leung y Guo (2006).3
Canakci (2007)14 Beal (1975)15 Altiparmaket al. (2007),16 Veljkovic et al. (2006).
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La mayoria de los aceites no comestibles son eizatios por una elevada viscosidad y un
alto contenido de FFA. Sin embargo, la capacidddrifaa y el punto de ignicion son
similares a los aceites comestibles (Tabla 2.1))ld°@nto, usando un catalizador adecuado, el
FAME producido de estas materias primas seriablaatie ser utilizado en un motor diesel.

Microorganismos oleaginosos capaces de acumuldo$isobre un 20 % son denominados
single cell 0il(SCO) y también han sido propuestos como matenmapalternativa para la
produccion de FAME (Het al, 2008). La produccion de SCO no requiere suelblary no
competiria con la produccion de alimentos, debidpea se puede utilizar biomasa residual
como fuente de carbono para su produccion. Logipales microorganismos que han sido
investigados son: microalgas, bacterias, levadufasngos (Liet al, 2008). Ademas, ha sido
reportado que el aceite de microalgas, levadurhengos se caracteriza por un porcentaje
relevante de FFA, lo cual haria necesaria la atililm de un proceso alternativo para su uso
en la produccién de FAME (Azdcat al, 2010a).

2.2.2 Lipidos residuales y aceites residuales détdira para la produccion de FAME

Los lipidos residuales tales como grasas, acadteduales de fritura (waste frying oil, WFO)
y borra osoapstocksubproducto de la refineria de aceites) son p@hks materias primas
que podrian reducir los costos de produccion de EA®anakci, 2007; Felizardat al, 2006;

Gui et al, 2008; Haas, 2005; Zhamg al, 2003). Ademas, el aceite de resin@lboil que es

un subproducto de la manufactura de pulpa y pajdgpérmak et al, 2007) y el aceite de
semillas de tabacd\N( tabacum L) (Veljkovic et al, 2006), han sido propuestos como nuevas

materias primas para la produccion de FAME (Tabla 2

Los WFO también conocidos como aceites de cocinast@vcooking oil, WCO), son
generados de aceites vegetales usados a altagatunae en procesos de fritura de alimentos.
Estos procesos causan reacciones de hidrolisimegritacion y oxidacion, las cuales cambian
las caracteristicas fisicoquimicas del aceite (fxal©995). Ademas, los WFOs son conocidos
por su alto valor de acidez, el cual se debe alteucantenido de FFA. indices de acidez
mayores a 1 mg KOH/ g aceite son comunes en WF@eglen causar reacciones paralelas de
saponificacion cuando un catalizador alcalino dzado en la reaccion de transesterificacion

(Freedmanet al, 1986). La produccion de jabén consume el catdizadisminuye el
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rendimiento de FAME y produce una separacion mefestiva del FAME producido de la
fase glicerol (Freedmaet al, 1986).

A la fecha, la cantidad total de WFO producida exisgs europeos, norteamericanos y
asiaticos supera las 16,6 Mton/afio. Consideranddajproduccion total de FAME en 2009
fue 11 Mton y que la demanda se incrementa enededde 3,5 Mton/afio (Gustone, 2009),
el uso solamente de WFO como materia prima hulgeraitido suplir la demanda total de

FAME durante los Ultimos afos.

Cuando se utiliza WFO o cualquier lipido residuatapla produccion de FAME el proceso
debe ser flexible. Esta necesidad surge debide prigiedades fisicoquimicas variables que
caracterizan a estas materias primas. Como se mauestla Tabla 2.1, el contenido de
humedad varia de 0,4 % a 55 %, mientras el indicacaiez varia entre 1,3 a 193 mg KOH/ g

aceite para las materias primas residuales datdisirigen.
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2.3 BIOCATALISIS PARA LA PRODUCCION DE FAME

Aunque las lipasas son utilizadas generalmente patalizar la hidrolisis de ésteres
carboxilicos, éstas también son utilizadas en upliamango de reacciones de bioconversion,
incluyendo la esterificacion y transesterificaci@woureddini et al, 2005; Orcaireet al,
2006). Los biocatalizadores investigados en layrodn de FAME pueden ser clasificados
como lipasas libres, lipasas inmovilizadaswhole-cell (cultivos celulares con actividad
enzimatica) (Diet al, 2008; Rottiget al, 2010).

El uso de enzimas libres a escala industrial estd#® debido a que su funcionamiento
presenta bajos rendimientos y altos costos ya queempueden reutilizar. En comparacion a
las lipasas libres, el uso de enzimas inmovilizgatasenta ventajas tales como estabilidad y
posibilidad de reuso. Por otro lado, debido a duase de lipasas inmovilizadas requiere
complejos procesos de recuperacion, purificaciommeovilizacion el uso de biocatalisis
whole-celltambién ha sido investigado ([2t1al, 2008; Rottiget al, 2010).

La lipasa de Candida antarctica inmovilizada en resina de acrilico es conocida
comercialmente como Novozym 435 y ha sido el cadbr enzimatico mas comunmente
investigado para la produccién de FAME alcanzanidos aendimientos (Fjerbaeét al.,
2009). La amplia aceptacion de este catalizaddebe a varias razones entre las que destacan
su baja regioespecifidadn-3) que permite producir FAME a partir de todosMG-, DG- y

TG- de la materia prima. Por el contrario, otrogakzadores tales como lipasas de
Thermomyces lanuginosiisipozyme TL IM), lipasas d&ucor miehei(Lipozyme IM-20) y
lipasas deRhyzopus oryzak-04697 han sido ampliamente investigados en ldym@én de
FAME pero se caracterizan por una especificisiafll)3 que genera la acumulacién de MG-

durante la reaccion (Fukueéaal, 2001).

Novozym 435 ha sido reportada como una lipasa qdeig contener suficiente cantidad de
agua en su matriz como para preservar su activicltdlitica en un medio anhidro
(Ognjanovicet al, 2009; Tamalampudet al, 2008). En un reciente estudio utilizando la
metodologia de superficie de respuesta, se coiwatada concentracion de Novozym 435
versus la concentracion de agua, encontrdndoseresyendimientos de FAME (92 %)

cuando se utilizo el medio con la menor concenirade agua (0 %) y con la mayor dosis de
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enzima (5 % basado en el peso del aceite). Esaatesistica de Novozym 435 es una ventaja
comparado con otras lipasas tales como lipas&sededomona cepacialipasa deR. oryzae

las cuales necesitan la adicién de agua a la @ag@ra poder llevar a cabo una catalisis
efectiva (Parawiraet al, 2009). La ventaja se debe a que la adicién de agla reaccion
puede decrecer la vida util de las enzimas ademeagawbrecer la reaccion paralela de
hidrolisis de TG durante la transesterificacion,clal se evitaria al utilizar Novozym 435

como catalizador.

Por otro lado, a diferencia de la lipasa libre @e antarcticay de otros catalizadores
investigadosNovozym 435 ha demostrado ser un catalizador tobugstable en presencia
de alcoholes de cadena corta (Hernandez-MartireyoO2008). En este sentido Cabretal.
(2009) desarrollaron una investigacion para desdebenzimaC. antarctica del soporte de
resina de acrilico que conforma la Novozym 435tdstiendo que el soporte es el que da las
caracteristicas de estabilidad y alta actividasta enzima comercial.

En general, los biocatalizadores inmovilizados gmésn ventajas en comparacion a la catalisis
alcalina ya que facilitan la recuperacién del gtitg evitan la etapa de lavado del FAME. Sin
embargo, el costo de las lipasas y los altos tisng® reaccidon son significativamente
mayores en comparacion a la catalisis alcalina.lagps tiempos de operacién y problemas
de pérdida de actividad estan siendo estudiadddalebgue los costos de la enzima aun son
una barrera para desarrollar un proceso de prasluce FAME a escala industrial ([2a al,
2008). Sin embargo, como se discutié previamemhtes@de materias primas alternativas es
necesario. Por lo anterior, los estudios se dabdoealizar en el empleo de la biocatélisis

para promover el uso de materias primas alterrativa

2.4 CONDICIONES DE OPERACION PARA LA PRODUCCION DE FAME USANDO
BIOCATALISIS

Las condiciones operacionales investigadas payeotduccion FAME son similares cuando se
utilizan aceites comestibles, aceites no comestibldipidos residuales. Esto podria hacer
factible la produccién de FAME a partir de mezctis materias primas. Las principales
variables estudiadas son: temperatura, tipo deéhalceficiencia de regeneraciéon de lipasas,
humedad del aceite y concentracion de FFA en lanmgbrima (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2 Condiciones de operacién para la transesterificacgdando materias primas alternativas y biocatitizs.

Condiciones de operacién

Metanol:

Catalizado

FAAE

Materia prima Biocatalizador : T t Agitacion - 0 Referencias
aceite r °C) M) | (rpom) Otras condiciones| (%)
(mol/mol) | (%p/p)
Aceite de | ROL? 31 4 30 60 | 150 AMP 80 (Tamalampudét
o Q.
c 5| jatrofa al., 2008)
8 § Novozym 435 31 4 30 90 | 150 AMP 76 (Tamalampueli
= al., 2008)
< 8 PS-D° etanol4:1 | 5 50 8 200 Agua 5 (% p/p) 98 (Shah ytgup
2007)
WFO Novozym 435 25:1 10 50 4 150 - 89 (Maceieasl,
2009)
Lipasa deCandida | 1:1° 25 45 1,2mL/min Hexano y agua 91 (Clegral, 2009)
Sp.99-125
Lipasa® 6:1 1,1 65 24| 250 Agua 15 (% p/p) 90 (Dizgeal, 2009)
@ Novozym 435 4:1 40 12 | 200 Co-solventert- 88 (Halimy
Tg butanol Kamaruddin, 2008)
S Lipasa deP. 3:1 84 u/g oil 35 7 200 AMP - 93 (Li et al, 2009)
g expansum Adsorbentes vy t-
Q amyl alcohol
© | Soapstock | Novozym 435 etanol~ | 3 45 6d| 100 Neutralizacién deg 85 (Satoet al, 2008)
= 31 la reaccion
Lipasa ~8:1 61 u/g oil 28 8 600 AMP - agua 10| 89 (Cheret al, 2008)
(p/p)
sooD’ Lipozyme TLIM | 3,9:1 5 40 12| 150 Co-solvertert- 94 (Wanget al,
y Novozym 435 butanol 2006a)
Waste Lipasa deC. 4:1 238 p/g oil | 37 8 120 - 83 (Lara y Park, 20(
ABE" cylindracea
o Aceite de Lipasa deCandida | 3:1 30 38 12| 180 - 98 (Xiongt al, 2008)
8 microalgas | sp.99-125

4)

3 ROL: whole cellsde R. oryzae® AMP: Adicién de metanol por pasdd.ipasa deP. cepaciainmovilizada en célite? Razén molar mantenida en un reactor
continuo.® Lipasa deT.lanuginososnmovilizada en un polimero microporoddLipasas solubles NS81006 y NS81020, producidasfevarentacion de los
microorganismogspergillus oryza@spergillus niger® SOOD:soybean oil deodorizer distillat®ABE: Activated bleaching earth.
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2.4.1 Temperatura de reaccién

La solubilidad del alcohol en aceite se incremesda la temperatura, promoviendo una
reaccion de transesterificacion mas rapida. Sinaegah la actividad éptima de las lipasas
también depende de la temperatura y si ésta es sgmipaalta puede producir la
desnaturalizacion de las enzimas (Mteal, 2006). Usando la metodologia de superficie de
respuesta, Shieht al. (2003) encontraron que la temperatura éptima dexar a cabo la
reaccion de transesterificacion usando Lipozyme7iMera de 36,5 °C. Usando aceites
comestibles con lipasa déandida sp.99-125 inmovilizada en membrana textil, el mayor
rendimiento de FAME fue observado a 40 °C (Mteal, 2006). En otra investigacién con
aceites comestibles, Royaet al. (2007) determinaron que la estabilidad operaciateal
Novozym 435 era superior a otras enzimas, alcamzbysdmejores resultados a 50 °C. Esta
afirmacion concuerda con los resultados obtenidoKpseet al.(2002), quien establecié que
sélo para temperaturas sobre 50 °C el rendimiemteAME disminuye producto de la pérdida
de actividad de la Novozym 435.

La termoestabilidad de algunas lipasas inmoviligguadria ser atribuida a la interaccion entre
las lipasas y la superficie del soporte, a trale@puentes de hidrégeno y fuerzas idnicas. Esta
caracteristica de las lipasas inmovilizadas popeianitir incrementar el rendimiento de la

transesterificacion, disminuyendo los tiempos @decn.

2.4.2 Tipos de alcohol y uso de solventes

Alcoholes de cadena corta tales como el metanalggueroducir la pérdida de actividad de
las enzimas, debido a la baja solubilidad de loshalles en el aceite. (Ba al, 2001; Duet

al., 2004; Kaiedeet al, 2001). Alcoholes de cadena larga mayor a tres@ode carbono
pueden ser completamente disueltos en el aceitenanrazén estequiométrica, es decir 3
moles de alcohol son disueltos en 1 mol de ac8ite.embargo, la solubilidad del sistema
metanol/aceite es solo 1,5:1 (mol/mol) y 2:1 (mol)npara la mezcla etanol/aceite (Shimada
et al, 2002).

Usualmente se utiliza un exceso de alcohol paraardlea cabo la reaccién de
transesterificacion. Estas altas dosis pueden pimotiupérdida de actividad de las lipasas a

través del contacto de la enzima con las gotasadanol o etanol insoluble que se encuentran
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en el aceite (Shimadat al, 2002). Diversas alternativas han sido propugsas resolver el
problema de pérdida de actividad: la adicion deblabl por pasos, el uso de alcoholes
secundarios o de cadena corta como aceptoresydailadicion de co-solventes organicos a la

reaccion.

La metandlisis ha sido investigada adicionandodosss sucesivas de 1 mol de metanol (1/3
M equivalente por dosis), hasta alcanzar la camtidatequiométrica requerida. Esta
alternativa es llamada protocolo de tres pasosadadoor pasos (Det al, 2004; Nieet al,
2006; Shimadaet al, 2002; Zenget al, 2006). Shimadat al. (2002) aplic6 tres adiciones
consecutivas de 1/3 M equivalente de metanol derédth de tiempo de reaccion, usando 4
(% p/p) de Novozym 435 para alcanzar un rendiroielet 97,3 % de FAME. Ognjanovét

al. (2009) reportaron que usando condiciones previtaneptimizadas de 3 (% p/p) de
Novozym 435, 45 °C y raz6n metanol/aceite 3:1 (mol) era posible alcanzar hasta un 99
% de rendimiento de FAME adicionado el metanol pasos. Este protocolo fue realizado
adicionando un primer paso de metanol al comieezia deaccion, un segundo paso a las 10
h de reaccion y un tercer paso a las 25 h de @adt@vando a cabo la reaccion completa en
50 horas de incubacion (Ognjanoeitcal, 2009). Liet al. (2009) reporté que a pesar de los
altos rendimientos alcanzados usando adicibn denokfpor pasos, se generan largos
tiempos de reaccion y bajas tasas de produccidtAME. Por lo tanto, es necesario buscar
estrategias que permitan disminuir estos tiemposedecion sin afectar negativamente la
actividad de las enzimas. Estudios realizados pon&laet al. (2002), sugirieron que no es
necesaria la aplicacién de 3 pasos consecutivés.dapuesto se fundamenta en que con el
transcurso de la reaccion los alquil ésteres piddadhidrofobicos al igual que el aceite),
actuan como verdaderos solventes de la reacciadaago a incrementar la miscibilidad del
sistema. Por lo tanto, la aplicacion de sélo de®ogal/3 de metanol al inicio de la reaccion
y 2/3 posteriormente, surge como una opcién queipadelerar la velocidad de reaccion.

Diferentes aceptores acilo tales como alcoholesnslzzios y alcoholes cadena larga también
han sido investigados para evitar la inhibicién plmohol (Fjerbaelet al, 2009). Duet al.
(2004) reportaron un 92 % de rendimiento de FAMHB4oras de reaccién, utilizando metil
acetato (CHCOOCH;) como un nuevo aceptor acilo para producir trilgieterol como un
subproducto de mayor valor comercial. Sin embadgoacuerdo a Fjerbaek al. (2009) es

necesario considerar que los aceptores acilo dedseacondmicos y disponibles en grandes
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cantidades, por lo que sélo el metanol y etanolripadser opciones realistas para la
produccion de FAME.

El uso de solventes organicos como co-solventeantiurda reaccion para la produccion de
FAME ha sido investigado con varios propésitosniisiir el problema de inmiscibilidad
entre reactantes generando una mezcla homogémkmirréa viscosidad de la mezcla de
reaccion incrementando la tasa de difusiéon y rieddo problemas de transferencia de masa
alrededor de la enzima; forzar a que el agua rakidermanezca alrededor de las enzimas
inmovilizadas favoreciendo la estabilidad de lasmas (solventes no polares) (Fjerbatk
al., 2011).

El efecto del co-solvente en la reaccion dependea gelaridad del solvente utilizado. Yai

al. (2010) investigaron el uso de co-solventes con agupidroxilos en la reaccion de
transesterificacion, tales como acetona y 1,4 dioxdebido a que estos pueden solubilizar el
glicerol y el metanol. Sin embargo, estos solvetiiésofilicos tienen la desventaja de no
solucionar los problemas de inmiscibilidad entreaeéite y el alcohol. La utilizacién de
solventes hidrofobicos tales como, éter de petradoexano, yn-heptano han permitido
alcanzar altos rendimientos de FAME, cercanos &oq0lie et al, 2006) (Tabla 2.2). Pero, la
solubilidad de metanol y glicerol en estos solveméativamente hidrofébicos, han generado

efectos negativos en la actividad de las lipasagdRet al, 2007).

La utilizacién de co-solventes medianamente polheesido recientemente reportada @tu
al., 2010; Wanget al., 2006; Liet al, 2006). Yuet al. (2010) reportaron que el uso de un
alcohol medianamente hidrofébico como co-solvemrte,alcohol tert-amilico, permitiria
incrementar la actividad de Novozym 435 para ladpeoion de FAME. Sin embargo, el
alcoholtert-amilico presenta un elevado punto de ebulliciGear® al del agua lo que podria
complicar su recuperacion para ser reutilizado. §Vah al. (2006a) y Liet al. (2006)
propusieron el uso deert-butanol como co-solvente de la reaccion para laymcion de
FAME (Tabla 2.2).tert- Butanol es un alcohol terciario con un coeficient¢éanol-agua de
0,35 y se caracteriza por ser un solvente mediamanp®lar en el cual el metanol y el aceite
son solubles. Este alcohol ha sido previamente stigggdlo demostrando que puede
incrementar considerablemente la actividad de e en comparacion a un alcohol lineal.

Esto es atribuido a la diferencia de miscibilidad triglicéridos, debido a que un alcohol no
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lineal tiene mejor miscibilidad con triglicéridos €omparaciéon a uno lineal con el mismo
namero de atomos de carbono (¥t al, 2010). Ademas, la utilizacién dert-butanol
permitiria mantener altos rendimientos de FAME pataliente del contenido de agua
(Fjerbaeket al.,2011).

Pese a las posibles ventajas del uso de un corse)va momento de seleccionar alguno se
deben considerar factores clave como los costggstd de energia adicional, posibles riesgos

de explosiones y la factibilidad de que el solvesat@ recuperado (Shimaeliaal, 2002).

2.4.3 Pérdida de actividad de las lipasas y regeraaion

La pérdida de actividad de las lipasas puede sesada por alcoholes de cadena corta y
glicerol (Duet al, 2008). En un estudio de metandlisis continuandsaNovozym 435 como
catalizador, Shimadat al. (2002) sugirieron que el metanol sin reaccionagranidesde la
mezcla de la reaccién a la capa de glicerol, cntlddas enzimas y generando su inhibicion.
Para solucionar este problema, ha sido propuestavatlo de la enzima con un solvente
organico, lo cual permitiria remover el gliceroll d®porte enzimatico (Xwet al, 2006).
Soumanou y Bornscheuer (2003) utilizaron sucedawedos con acetona fria y una posterior
etapa de secado para la lipasaRlemieheipreviamente utilizada como catalizador de la
transesterificacion de aceite de maravilla y mdtaoms resultados permitieron mantener la

actividad de la enzima durante 7 ciclos de uso.

En otro estudio, Chen y Wu (2003) investigaron éadmla de actividad y regeneracion de
Novozym 435. En esta investigacion, los autorepysi@ron que el material del soporte de la
enzima (resina de acrilico) podria adsorber commesepolares tales como metanol o etanol,
generando la inactivacion o inhibicion enzimatiddemas, Chen y Wu (2003) investigaron
un tratamiento para Novozym 435 previamente desstdi con exceso de alcohol,
estableciendo que el uso de sucesivos lavadoderthutanol o 2-butanol y un posterior
tratamiento en aceite de soya por 12 horas, pammitgcuperar hasta un 75 % de la actividad

original.

Recientemente ha sido propuesto un sistema utl@éert-butanol como co-solvente para
mantener una efectiva transesterificacion evitdagm@rdida de actividad de las lipasas. Wang

et al. (2006a) utilizando Lipozyme TL IM y Novozym 435mo catalizador, llevaron a cabo
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la transesterificacion en un sistema dert-butanol, el cual permitié alcanzar un 94 % de

rendimiento de FAME vy reutilizar la enzima en c&ckucesivos (Tabla 2.2).

2.4.4 Efecto de los FFA y el agua en la reaccion

Los FFA de materias primas alternativas puederestrificados por lipasas para producir
FAME. Sin embargo, la esterificacion de 1 mol deAF§enera 1 mol de agua como
subproducto. Un alto contenido de agua en la réadailrededor de un 10 %) puede favorecer
la hidrdlisis, mientras que un bajo contenido deaatavoreceria la esterificacion (Né¢ al,
2006). Esto significa que la hidrolisis podria ggpmovida en reacciones con aceites
alternativos, transformando aceite en FFA. Posteeate, luego de la hidrdlisis, los FFA

pueden ser transformados en FAME por esterificacion

La actividad enzimatica en medio no acuoso podeia efectada positivamente por la
presencia de agua en bajas cantidades. Para garestiefecto de la presencia de agua en el
medio de reaccion durante la metandlisis, un estiudi llevado a cabo variando el contenido
de agua desde 0 % a 40 % (% p/p basado en el mtsaceite) (Nieet al, 2006). La
produccion de FAME se incrementd hasta que el oafdede agua alcanzé entre 10-15 %,
disminuyendo con dosis superiores. En otro estusBojnvestigd la transesterificacion de
aceite de raps acidificado (indice de acidez deri@&OH/g aceite) utilizando un catalizador
whole cell, R. oryzasmovilizado, en un sistema caert-butanol (Liet al, 2007). En esta
investigacion se encontré que un mayor contenidbFee incrementd la tasa de reaccion y el
rendimiento de FAME final obtenido. Ademas, con3uto de agua en la reaccion se alcanzé

el mayor rendimiento en el mismo estudio.

Se ha establecido que la mayoria de las lipasassit@t una cantidad Optima de agua para
mantener su actividad en un medio organico. Sinaegth en un reciente estudio se reportd
que Novozym 435 contiene suficiente cantidad deaagusu matriz como para preservar su
actividad sin requerir la presencia de una interfaseite/agua (Halim y Kamaruddin, 2008).
En este estudio, el rendimiento de FAME de WCOm@nor que el rendimiento utilizando
aceite refinado de palma. Se observé que WCO ten@ontenido de agua levemente mayor
comparado al aceite comestible, lo cual pudo pr@nola hidrélisis del sustrato,

disminuyendo el rendimiento de la transesterifi@acPor lo tanto, debido a que el contenido
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Optimo de agua para la transesterificacion enzoaatiepende del sustrato, las enzimas, el
solvente y el material de soporte, el contenidaglea apropiado debe ser evaluado para cada
lipasa, optimizando el rendimiento de la reaccida gstabilidad de las enzimas (Fjerbatk

al., 2009).

2.4.5 Cinética de la transesterificacion enziméatica

De acuerdo a lo anterior, la busqueda de condisianq@imas para la produccibn FAME
catalizada con lipasas ha sido ampliamente repmortAdocar et al., 2010a; Fukuda et al.,
2001). Sin embargo, para el uso de lipasas a eschlatrial, la informacion relacionada con
la cinética de la tasa de formacion de productoksy efectos de los cambios en las

condiciones del sistema, son esenciales en elaeifieactores (Krishna y Karanth, 2001).

Paradojalmente, la cinética enzimatica es soéloingsipgiente rama dentro de los estudios de
produccién de FAME. En un comienzo, los reportds sé referian al estudio cinético de la
esterificacion de FFA. En un estudio Krishna y Kaina(2001) establecieron el uso de un
modelo basado en el mecanismo de Ping Pong Bi Binpiicién competitiva por alcohol y
FFA para describir la cinética de la reaccién. Bma unvestigacion posterior de la
esterificacion de é&cido butirico con metanol, ARZir et al. (2006) utilizaron un modelo
simplificado para inhibicion competitiva sélo pdc@hol denominado modelo de Ping Pong.
El estudio cinético de la transesterificacion erdtioa de TG solo fue propuesto por Al-
Zuhair et al. (2007). En ese estudio los autores utilizarontaad® palma y propusieron un
mecanismo de reaccién asumiendo que la reacciémepuweurrir a través de una
transesterificacion directa de TG (Al-Zuhairal, 2007). En un reciente reporte, Cheirgtp
al. (2008) establecié que los estudios de Al-Zuliral. (2007) tenian la falencia de no
considerar las reacciones paralelas de hidréligstgrificacion, ademas de la cinética de los
productos intermediarios TG, MG, DG y FFA. Como ssruencia, Cheirsilpt al. (2008)
investigaron los mecanismos de la transesterificacconsiderando la hidrélisis 'y
esterificacion de todos los productos intermedgri@a través de una simulacion
computacional. En este estudio, los autores eramamr que la hidrdlisis y la
transesterificacion ocurren simultdneamente a uasa tmayor que la reaccion de
esterificacién. Todo lo anterior genera la neceakida realizar estudios simplificados que

permitan modelar la cinética de la catalisis entitagara la produccién de FAME.
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3. INCORPORACION DE WFO EN LA PRODUCCION DE FAME CA TALIZADA
CON LIPASAS

3.1 RESUMEN

Se investigo la utilizacion de WFO mezclado contacge raps como materia prima para la
produccion de FAME. El proceso fue catalizado dpasas. Se utilizd la metodologia de
superficie de respuesta (MSR) para optimizar leratcion de cuatro variables: el porcentaje
de WFO en la mezcla con aceite de raps, la razdarmetanol/aceite, la dosis de Novozym
435 como catalizador y la temperatura. Ademasgdémostrado que la adicion de un segundo
paso de metanol a las 8 horas de reaccién dismianyfbrma efectiva la inhibicién de la
enzima. Usando esta técnica, el modelo obtenidolgp®SR predijo que las condiciones
Optimas para alcanzar un 100 % de FAME fueron:rai® metanol/aceite 3,8:1 (mol/mol),
100 (% p/p) de WFO, 15 (% p/p) de Novozym 435 644 por 12 horas de reaccion a 200
rom. Experimentos posteriores confirmaron la validel modelo. De acuerdo al modelo, la
adiciéon de WFO incrementd el rendimiento de producade FAME, lo cual podria estar
asociado a su mayor contenido de monoacilglicéridiazilglicéridos y acidos grasos libres
(en comparacion al aceite de raps), los cualessgsmmatos mas disponibles para la catalisis
enzimatica. Por lo tanto, el reemplazo de aceiteapgs por WFO en el proceso de produccion
de FAME catalizado con Novozym 435, podria disnmitos costos de producciéon debido a
que es una materia prima mas econémica que inctaneémendimiento de produccion. Lo
anterior hace a este proceso una potencial alieande produccion de FAME a escala

industrial.

3.2 INTRODUCCION

Debido a que entre un 70 a un 80 % del costo tgiroduccion de FAME corresponde al
aceite vegetal, se han comenzado a investigar iasf@rimas alternativas tales como WFO
(Canakci, 2007; Guét al, 2008). Ademas, también se ha propuesto la wifimade mezclas

de materias primas de WFO con aceites vegetale® eora opcion mas flexible para ser

implementada a escala industrial (Issariyaiul, 2008).
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El uso de lipasas para producir FAME utilizandoitesevegetales ha sido ampliamente
investigado (Azocaet al, 2010a). Para evitar la inhibicién de las lipapas alcoholes de
cadena corta se ha propuesto la adicién del meprgbasos (Shimadat al, 2002). Con la
finalidad de mejorar el rendimiento del procesol&#m se han investigado condiciones de
operacion tales como, temperatura, dosis de lipagigacion y razén molar metanol/aceite,
utilizando diferentes lipasas y materias primasZ@hairet al, 2007; Duet al, 2004; Fukuda
et al, 2001; Koseet al, 2002; Ognjanoviet al, 2009).

Pese a la gran cantidad de estudios realizadagerxpocas investigaciones relacionadas con
la produccién de FAME utilizando WFO como materiéam@a y lipasas como catalizador.
Usando Rhizopus oryzaecomo bicatalizador, los FFA de un WFO sintéticcerfun
esterificados para producir FAME, lo cual increndeett rendimiento de la reaccion (&f al,
2007). Por otro lado, usando la lipasa Teermomyces lanuginosusmovilizada en un
polimero microporoso se alcanzé un 97 % de rendimiele FAME usando aceite de
maravilla y sélo un 90,2 % usando WFO como materiaa, bajo las mismas condiciones
(Dizge et al, 2009). Watanabet al. (2001) tested la lipasa Novozym 435 obteniendo un
rendimiento 5,5 % menor cuando utiliz6 WFO como anat prima en vez de un aceite
vegetal. Ellos concluyeron que los componentesaukid de los acidos grasos podian ser
responsables de la disminucién del rendimiento, doales afectarian negativamente la

actividad de la lipasa.

Debido a que los efectos de utilizar WFO en prosesdalizados con lipasas no son claros y
por el interés que genera la alternativa de utilizezcla de materias primas, en este trabajo se
investigo el uso de mezclas WFO-aceites vegetale® anateria prima para la produccion de
FAME, usando Novozym 435 como catalizador. El objetle este estudio fue elucidar por
medio de la metodologia de superficie de respuU®&R), el efecto de la incorporacion de
WFO en el rendimiento de FAME usando Novozym 43maaatalizador y aceite de raps
como materia prima. Ademas, se investigaron caiatiteis del WFO y del aceite de raps con
la finalidad de identificar las propiedades respbiess de los resultados obtenidos.
Adicionalmente, se llevd a cabo un estudio prelanipara proponer el tiempo 6ptimo para la
adicion de metanol por pasos y asi disminuir ehpie total de reaccion.
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3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Materiales

Como materia prima se utilizé WFO el cual fue oliterde un restaurant de la zona, y aceite
de raps crudo de una molinera de la Region de daudsnia. Ambos aceites fueron filtrados
antes de su utilizacion para eliminar impurezasm@aatalizador se utilizé la lipasa de
Candida antarcticainmovilizada en resina de acrilico cuyo nombre eaial es Novozym
435, la cual fue adquirida en Sigma-Aldrich. Paaaclantificacion de los resultados se
utilizaron estandares internos de pureza parasamaromatografico: metil ester de acido
heptadecanoico, 1,2,3-butanotriol y 1,2,3-tricagitglicerol. Todos los otros quimicos

utilizados fueron de grado analitico.

3.3.2 Metodologia de superficie respuesta

Con la finalidad de analizar y optimizar el efedw la interaccion de cuatro variables en el
rendimiento de FAME se utilizé la metodologia dpesticie de respuesta (MSR). De acuerdo
a la Tabla 3.1 las variables investigadas fueromtenido de WFO en la mezcla (% p/p),
razon final metanol/aceite (mol/mol), temperatut&€)(y dosis de Novozym 435 (% p/p
basado en el peso del aceite). Los niveles delenad de WFO en la mezcla fueron
establecidos para abarcar todo el rango posibleadacion. Los niveles de las otras tres

variables fueron establecidos de acuerdo a refexefitabla 3.1).

Tabla 3.1Variables y niveles usados en la metodologia derfio de respuesta.

. . : , Niveles
Variables independientes Simbolos ) 1 0 1 >
WFO en la mezcla [% p/p] X 0 25 50 75 100
Razdn metanol/aceite [mol/mol] 2X 1,50 2,25 3,00 3,75| 4,50
Temperatura [°C] X 35 40 45 50 55
Novozym 435 [% p/p] X 3 6 9 12 15

Los experimentos fueron llevados a cabo en ordest@io de acuerdo a una matriz central

compuesta por 5 niveles y 30 corridas (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2Disefio de la matriz central compuesta y respuestiznidas.

Niveles de variables Rendimiento de FAME [%]
N° | X1 X2 X3 X4
WFO | Metanol | Temperatura | Novozym | Predicho Experimental

1 25 2,25 40 6 23,8 22,8
2 75 2,25 40 6 30,8 22,8
3 25 3,75 40 6 28,3 28,5
4 25 2,25 40 12 50,0 48,3
5 75 3,75 40 6 26,2 25,1
6 75 2,25 40 12 65,8 68,7
7 50 3,00 35 9 48,3 62,1
8 0 3,00 45 9 62,6 63,6
9 50 3,00 45 9 85,8 84,2
10 25 3,75 40 12 91,7 90,7
11 75 3,75 40 12 98,3 96,0
12 50 3,00 45 9 85,8 83,3
13 50 1,50 45 9 39,2 40,0
14 50 3,00 45 9 85,8 87,3
15 50 3,00 45 3 13,5 14,3
16 75 3,75 50 6 38,0 36,4
17 25 2,25 50 6 54,4 52,5
18 75 2,25 50 6 51,4 54,4
19 25 3,75 50 6 50,1 54,1
20 50 3,00 45 9 85,8 87,2
21 50 3,00 45 9 85,8 86,1
22| 100 3,00 45 9 66,2 67,6
23 50 3,00 45 9 85,8 87,5
24 75 3,75 50 12 94,7 97,6
25 25 3,75 50 12 98,1 96,4
26 50 3,00 45 15 96,5 97,8
27 50 4,50 45 9 67,4 68,7
28 75 2,25 50 12 71,0 65,8
29 25 2,25 50 12 65,3 68,1
30 50 3,00 55 9 75,2 73,9
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Cada corrida fue realizada en triplicado. Todasré&ecciones fueron llevadas a cabo en
matraces conteniendo 1 mL de aceite y agitadasOar@®. ElI volumen de aceite en los
matraces fue seleccionado de tal manera de manieaeperfecta agitacion en las muestras
cuando se utilizé la mayor dosis de catalizada snénor raz6n molar de metanol/aceite. Las
reacciones se llevaron a cabo utilizando diferestsbinaciones de mezclas de materia
prima, dosis de catalizador, raz6n molar metaneii@g temperatura, de acuerdo a la Tabla
3.2.

Para evitar la inhibicion de la lipasa el metana &dicionado en dos pasos, utilizando una
adaptacion de la metodologia propuesta por Shineadel (2002). En el primer paso se
adiciond un tercio de la razon molar total de atoex la Tabla 3.1. En el segundo paso se
adicionaron los dos tercios remanentes para coanpletrazon molar total de acuerdo a la
misma tabla. Se realiz6 un estudio preliminar eofirlalidad de establecer el tiempo total de
reaccion y el tiempo en que se debia adicionaegirsdo paso de metanol. Este experimento
fue llevado a cabo durante 48 horas, utilizandatasliciones de operacion del punto central
de la MSR, es decir, 50 (% p/p) de WFO en la mezalgdn metanol/aceite 3/1 (mol/mol) y 9
(% p/p) Novozym 435 a 45 °C y 200 rpm. Luego deacadperimento las muestras fueron
inmediatamente almacenadas a 4 °C para detenaratxion. Para la cuantificacion del
contenido de FAME en las muestras, el sobrenad&mee analizado utilizando un
cromatografo de gases acoplado a un espectrometroada (gas chromatography coupled
with mass spectrometry, GC-MS) de acuerdo a la atwvea para FAME EN-14214 (Ver
anexo A2.2). Los resultados también fueron expesath funcion de la productividad de la

reaccion en gramos de FAME producido por gramasndéna utilizados por hora.

3.3.3 Analisis estadistico

Los datos de rendimiento de FAME obtenidos (Tak# ffieron ajustados a una ecuaciéon de
segundo orden polinomial. Esta ecuacion describeelicion entre la respuesta predicha
(rendimiento de FAME) y las variables independisnf€abla 3.1). El modelo polinomial

obtenido para el rendimiento de FAME se muestriaeatuacion (3.1). Con la ecuaciéon del
modelo polinomial ajustado se desarrollaron gr&fide contorno para analizar la interaccion

entre los términos y sus efectos en el rendimidatBAME.
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4 4 4
FAME =4+ X AX+LAX+ L2 A XX @

i<j=1

Donde
fB: 0= intercepto, i= lineal, ii=cuadratico y ij= araccion.

Xi, Xj: i=1, 4; j=1; i # ] representan las variables independientes cadiis.

3.3.4 Caracterizacion de las materias primas

Para identificar y cuantificar los acidos grasodalenateria prima se utilizo GC-MS segun

metodologia analitica (seccion A2.2). Previo anlgeccion en el cromatografo de gases, el
WFO vy el aceite de raps fueron metilados de acuard metodologia de Araudjo (1995)

(seccion A2.2). La gravedad especifica, viscosicladmatica, acidez, indice de perdxido y
yodo, también fueron determinados segun Araujo FL9@er metodologia analitica en

anexos). Junto a lo anterior, se midieron los eiggis pardmetros de acuerdo a ASTM
Standard Method¢ASTM, 2008): agua y sediment@S8STM Standard D 1976-97), punto de

escurrimiento (ASTM Standard D 97-04), contenidadefre (ASTM Standard D 7039-04) y

punto de inflamacion (ASTM Standard D 56-02zr(metodologia analitica en Anexos)A2

Con la finalidad de elucidar los posibles efectedas diferentes acidos grasos en la actividad
de Novozym 435, se llevd a cabo un experimento tdiamdo la composicion de acidos

grasos en la materia prima previo a la reaccion gleproducto después de la reaccién. Este
experimento fue realizado en triplicado usandotacee raps como materia prima, razén
metanol/aceite 3/1 (mol/mol), 9 (% p/p) de Novoz48b y 45 °C a 200 rpm durante 6, 8, 12,

24 y 48 horas de reaccion. El contenido de acidasog fue analizado en la entrada y en la
salida del proceso y los datos fueron analizadgsirsel test estadistico t de student para

establecer diferencias significativas.

Finalmente, para establecer el grado de degraddeidos aceites se analizo el contenido de
monoglicéridos (MG), diglicéridos (DG), triglicénd (TG) y FFA en las materias primas
utilizadas (ver metodologia analitica en anexo8A2A2.4).
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3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1 Adicion de metanol

A pesar de que se requiere una razén molar de ol&tegite 3:1 para completar la reaccion
de transesterificacion, la solubilidad del metagwlaceite es menor a 1,5 moles de metanol
por 1 mol de aceite (Shimada al, 2002). Por lo tanto, una alta concentracion eé¢anol
podria producir la inhibicién de la lipasa usada&ste estudio, debido a su baja solubilidad en
aceite (Duet al, 2004; Shimadaet al, 2002). En funcién de lo anterior, se disefid6 un
experimento adicionado el metanol en dos pasos-iggara 3.1 muestra los resultados de
rendimiento de FAME y de productividad obtenidos exte estudio. La experiencia fue
llevada a cabo adicionado una concentracion ingalun tercio de los moles de metanol
necesarios para completar la reaccion. Cuandoealoedle un tercio del aceite fue convertido
en FAME luego de 8 horas de reaccion, se adicion@a®dos tercios remanentes de metanol
a la reaccion (Fig. 3.1A). La adicion de una mayancentracion de metanol en el segundo
paso fue determinada de acuerdo a Shineadd (2002), quien establecié que el metanol es
mas soluble en FAME que en TG en un experimeniizartdo Novozym 435 como
catalizador.

Li et al. (2009) reportd que a pesar de el alto rendimieitanzado usando adicion de
metanol por pasos, esto generaba largos tiemposageion y lentas tasas de conversion de
FAME. En experimentos usando adicién de metandrespasos y 4 (% p/p) de Novozym
435 como catalizador, fue posible alcanzar un edtaimiento de FAME pero solamente
después de 50 horas de reaccion ébal, 2004; Watanabet al, 2001). En forma similar, en
un estudio reciente se utilizé un tiempo de incidade 50 horas para poder alcanzar altos
rendimientos (Ognjanoviet al, 2009). Estos largos tiempos de reaccién se debgoe
comunmente el segundo paso de metanol es adicidnago de alcanzar un tercio (33,3 %)
del rendimiento de FAME en la reaccion, lo que i§icen que el metanol adicionado en el
primer paso ha sido completamente consumidodDal, 2004; Shimada&t al, 2002). Esta
metodologia produce una fase estacionaria en éim@&nto de FAME, disminuyendo la
productividad de la reaccion.
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Figura 3.1 (A) Rendimiento y (B) productividad de FAME durantedaccién. Condiciones
de operacion: 50 (% p/p) de WFO en la mezcla deemaaprima, razén metanol/aceite 3:1
(mol/mol), 9 (% p/p) de Novozym 435 y 45 °C a 2@@nr Las flechas indican la adicion de

metanol (1/3 de los moles necesarios en el prirago gy 2/3 en el segundo paso).

Proceso enzimatico para la produccién de FAME utilizando actes residuales de fritura en mezcla con
aceite de raps como materia prima. 47



Capitulo 1ll. Incorporacién de WFO en la produccién de FAME catalizada con lipasas

A diferencia de otros estudios, en esta investiga@l segundo paso de metanol fue
adicionado cuando se alcanz6 aproximadamente 6re28e rendimiento de FAME, después
de 8 horas de reaccion. Esta metodologia de ad@idédos pasos permitié incrementar la
productividad sobre los 0,7 g FAME/g lipasa/h alashoras de reaccion (Fig. 3.1B). Esto se
debié a que se evitd la fase estacionaria, pemditiealcanzar umlateau con un maximo
rendimiento de FAME (Fig. 3.1A).

En un estudio reciente ket al (2009) reportd reducciones similares en el tiemgpoeaccion
debido a la disminucion de la fase estacionaridosEresultados estarian asociados a que
Novozym 435 ha demostrado ser un catalizador robusstable en presencia de alcoholes de
cadena corta, a diferencia de otras lipasas iigeests (Hernandez-Martin y Otero, 2008). Por
lo tanto, en los experimentos de MSR, la primeasdde metanol (un tercio de la razon molar
mostrada en la Tabla 3.1) fue adicionada al comieiezla reaccion, mientras la segunda dosis
(dos tercios de la razén molar mostrada en la Tada fue adicionada luego de 8 h de

reaccion. El tiempo total de reaccién fue de 1akor

3.4.2 Optimizacion de las condiciones de metanébsi

Se investigaron cuatro variables que previamentenhastrado un efecto significativo en el
rendimiento de FAME. Los niveles de las variablgdn molar metanol/aceite, temperatura y
dosis de Novozym 435 fueron establecidos seguratitea (Duet al, 2004; Fukudeet al,
2001; Koseet al, 2002). Ademas, de acuerdo a experimentos prégaiss no mostrados) el
contenido de WFO en la materia prima fue incluidmo una cuarta variable para testear su
efecto en el rendimiento de FAME. El disefio de &trim central compuesta es mostrado en
las Tablas 3.1y 3.2.

La Tabla 3.2 muestra un rendimiento minimo de FAME14 % obtenido para la corrida
experimental nimero 15, la cual corresponde al raxpato con el menor porcentaje de
catalizador (3 % p/p de Novozym 435). En este dentia sido recientemente reportado que
es factible alcanzar altos rendimientos de FAMEndeabajas dosis de enzimas, pero estas
reacciones requeririan tiempos de reaccion exaesnte largos (alrededor de 50 h)
(Ognjanovicet al, 2009). En la presente investigacién, bajo laglmiones de operacion de
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dos corridas experimentales (11 y 25) fue posilanaar un maximo rendimiento de FAME,

el cual se encuentra dentro de lo establecidogoooimativa EN-14214 (> 96,5 %).

Para comprender y optimizar la relacién entre fatables testeadas, los datos experimentales
obtenidos (Tabla 3.2) fueron ajustados a una eégngmlinomial de segundo orden por medio
de MSR. El ajuste del modelo obtenido fue testqamtoandlisis de varianza (ANOVA), el
cual mostré un bajo valor ge ademas de un alto coeficiente de determinaciény(Rn alto
valor para el ajuste del coeficiente de determéma¢R Aj.) (Tabla 3.3). El bajo valor dp
obtenido indica que el modelo representa con péecis relacion entre la respuesta y las
variables. El valor de Rindica que la variacion en el rendimiento de FAMEtA
correlacionada en un 95,3 % con las variables ienigigntes y el valor de’Ryjustado indica

un 94,5 % de correlacion entre las variables indejeates.

Tabla 3.3Anélisis de varianza (ANOVA) para el modelo cuaidapolinomial.

Fuente Suma de o Promedio de F .
cuadrados cuadrados

Modelo 63749,8 14 4553,6 115,86 0,000*

Error residual 3144,0 80 39,3 - -

Falta de ajuste 585,0 10 58,5 1,60 0,125

Error puro 2559,0 70 36,6 - -

Total 66893,8 94 - - -

R®=0,953

R°Aj=0,945

*Significativo al 1 %.

La pérdida de ajuste se refiere al hecho de quenple modelo de regresion lineal no pueda
ajustar adecuadamente los datos experimentaleBalia 3.3 muestra también un valorple
para la pérdida de ajuste de 0,125 (> 0,1), lo owdita que no hay una pérdida de ajuste

significativa, lo que quiere decir que no es netesvaluar un modelo mas complejo.

Los valores de obtenidos del analisis de regresion mostraron qdestlos coeficientes de
los términos lineales, de interaccion y cuadratinogeron un efecto significativo en el
rendimiento de FAME (Tabla 3.4). Todos los térmitineales y cuadraticos, asi como los de

interaccion XXz, XoX4 Yy X3X4, fueron significativos al 1 %. Los términos deenatccion
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X1X2, X1X4 'y X2X3 fueron significativos al 5 %. Por lo tanto, el retmifinal entregado por la

MSR en términos de las variables codificadas psedescrito segun la ecuacion 3.2.

Tabla 3.4 Resultados del analisis de regresion del modelmgmial de segundo orden para

la optimizacion de las condiciones de reaccion.

Término Valor estimado p
Intercepto -896,521 > 0,001*
X1 1,899 > 0,001~
X> 91,397 > 0,001~
X3 28,056 > 0,001*
X4 19,993 > 0,001~
X1X1 -0,009 > 0,001*
X2X2 -14,433 > 0,001~
X3X3 -0,240 > 0,001*
XaXa -0,854 > 0,001~
X1X2 -0,122 0,017**
X1X3 -0,020 0,008*
X1X4 0,029 0,022**
XoX3 -0,586 0,020**
XoXa 4,125 > 0,001*
X3X4 -0,256 > 0,001*

*  Significativo al 1 %.
** Significativo al 5 %.

Los principales factores que afectaron el renditoiele FAME fueron los términos lineales
X1, X2, X3y Xa, €l término cuadratico Xy el término de interaccién X4 Los términos
lineales con coeficientes positivos indican uneneento en el rendimiento de FAME (Tabla
3.4). Como X es un término positivo, es posible establecerlguecorporacion de WFO en

la mezcla como materia prima podria incrementagradimiento de la reaccion.
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Para validar el modelo empirico se comparé un parperimental al azar con la prediccion
del modelo (Ec. (3.2)), encontrandose un error mah®& %. Ademas, a través del modelo
(Ec. (3.2)) y de acuerdo al criterio limite de laxima respuesta de rendimiento de FAME,
fue posible predecir las condiciones Optimas deciéa. De acuerdo a lo anterior, las
condiciones predichas para alcanzar un 100 % dakménto de FAME fueron: 100 (% p/p)

WFO, razén metanol/aceite de 3,8/1 (mol/mol), 1585 Novozym 435 y 44,5 °C. Estas
condiciones predichas demostraron que la incorpmrate WFO en la reaccion incrementa el
rendimiento de FAME.

Rendimiento de FAME =-896,52+ 1,900 ¥ 91,40 % 28,06 X
+20,00X, — 0,0DIX? - 14,48X?- 0,28X’
-0,85X? - 0,12X,[X,— 0,021X,(X,— 0,03X,[X,
-0,59X, X, + 4,13X, X, - 0,261X,00X,

(3.2)

Por otro lado, usando este modelo es posible predeersas condiciones Optimas para
alcanzar altos rendimientos de FAME, las cualesi aez podrian reducir los costos de

produccion y la dosis de enzima. Por ejemplo, de@wo al modelo es posible alcanzar un 96
% de rendimiento de FAME usando 75 (% p/p) de WR(aemezcla de materia prima, con

una razon metanol/aceite 3,75/1 (mol/mol), 12 (§) plovozym 435y 40 °C.

De acuerdo a lo anterior, se generaron graficasodéorno con la finalidad de ilustrar que es
posible encontrar diversas combinaciones Optimas picanzar altos rendimientos. Las
Figuras 3.2, 3.3 y 3.4 son graficos de contornaliph®s por el modelo, que muestran el
efecto de la interaccion de las variables en afimiento de FAME. Estos gréaficos fueron
generados para mostrar el efecto de dos variahlés respuesta, manteniendo constantes las

otras dos variables independientes.

La Figura 3.2 muestra la interaccién entre dosabées independientes (WFO en la mezcla de
materia prima y dosis de Novozym 435) y sus efeetok variable respuesta rendimiento de
FAME, mientras las otras dos variable fueron madenen el punto central de la matriz.

Bajo estas condiciones, el incremento de la dasisla/ozym 435 produjo un incremento en
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el rendimiento de FAME. Este efecto es adicionabmencrementado cuando el WFO fue
incorporado hasta en un 80 % en la mezcla de ragigma. Por lo tanto, bajo las condiciones
investigadas WFO parece ser un sustrato mas didpopara ser catalizado por Novozym

435, comparado al aceite de raps.

Rendimiento de FAME [%]
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X1: WFO en la mezcla de materia prima [%]

Figura 3.2 Grafico de contorno de rendimiento de FAME prediglor el modelo a 45 °C y

razon metanol/aceite 3:1 (mol/mol).

El rendimiento de FAME fue mas susceptible a lasdds Novozym 435, lo que significa que
altas dosis de enzimas son necesarias para alatomarendimientos de produccién. En este
sentido, con la finalidad de disminuir los costas mroduccién para futuras aplicaciones
industriales, seria interesante llevar a cabo tigesones que permitan determinar el efecto
de utilizar catalizadores bioldgicos mas economiéaemas, debido a que Novozym 435 ha
mostrado tener una alta actividad residual enzatilbnes sucesivas, experimentos con
subsecuentes protocolos de recuperacion y regiiizaas enzimas podrian ser realizados
bajos las condiciones éptimas establecidas eniregtatigacion (Hernandez-Martin y Otero,
2008).
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Recientemente, Issariyaket al. (2008) investigaron el uso de WFO mezclado caitace
raps utilizando un catalizador alcalino. Sin embarj rendimiento de FAME alcanzado fue
menor cuando se incorporé el WFO en la reaccioman@o se usa un catalizador alcalino se
produce jabon, lo que disminuye el rendimientoadeehccion. Aunque el costo de las lipasas
es significativamente mayor que el costo de catdtives alcalinos, su uso podria resolver las
principales desventajas del proceso convenciongdrdduccion de FAME: el uso de aceite
vegetal puro (el cual corresponde a un 80 % dabdosal del proceso) y la competencia con
productos alimenticios (Gut al, 2008). Ademas, si el proceso con lipasas esdteaacabo
con enzimas inmovilizadas, se podria evitar la gag@n de residuos liquidos asi como los
complejos procesos de purificacion de glicerol,milyendo aun mas los costos de
produccion. Por lo tanto, en esta investigacidbhasdemostrado que la incorporacién de WFO
en la materia prima para reemplazar total o pangate el aceite de raps en procesos
catalizados con Novoym 435, puede disminuir logasoy simultdneamente incrementar el
rendimiento de producciéon, lo cual hace que esta & alternativa potencial para la

produccion de FAME a escala industrial.

Bajo las condiciones estudiadas el rendimiento dME fue afectado en forma mas
significativa por la razon molar metanol/aceiteoy [a dosis de Novozym 435, comparado al
efecto de la temperatura (Figuras 3.3 A 'y 3.3 ByeRdimiento de FAME fue incrementado
cuando la temperatura aument6é desde 45 a 50 °Gnslirargo, una tendencia opuesta fue
observada para temperaturas mayores a 50 °C. estdsados concuerdan con los resultados
obtenidos por Koset al. (2002), quien establecié que para temperaturasesab °C el

rendimiento de FAME disminuye producto de la inaation de la enzima.
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Figura 3.3 Graficos de contorno de rendimiento de FAME predlipbr el modelo para 50 (%
p/p) WFO. (A) 9 (% p/p) de Novozym 435 y (B) razdetanol/aceite 3:1 (mol/mol).

De acuerdo a la Figura 3.4, también fue posiblemas un incremento en el rendimiento de
FAME cuando se incremento la razon metanol/aceittojcon la dosis de Novozym 435. De
acuerdo a Hernandez-Martin y Otero (2008), cuaedatiiza una alta dosis de biocatalizador,
también son necesarias altas cantidades de alpalelproveer liquido suficiente y mantener
una suspension uniforme del catalizador. Esto eorirlalidad de evitar problemas de
agitacion y de transferencia de masa. Ademas, chimmpozym 435 es un catalizador
resistente en presencia de alcoholes de cadersa ebexceso de alcohol permite mantener el
glicerol en solucion previniendo la pérdida devadéid de Novozym 435 por el recubrimiento
de la enzima por glicerol (Hernandez-Martin y Ofe2008). Por lo tanto, los niveles de
Novozym 435 usados y el protocolo de adicion paopastablecido, parecen haber evitado

posibles limitaciones por difusion generando alérglimientos de FAME.
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Figura 3.4 Grafico de contorno de rendimiento de FAME predipbo el modelo para 50 (%
p/p) de WFO a 45 °C.

3.4.3 Propiedades de la materia prima que afectaa metandlisis

Se investigaron las caracteristicas de la materigap con la finalidad de determinar
propiedades responsables de los resultados obseredola MSR, particularmente, el

incremento en el rendimiento de FAME cuando serpm® WFO en el proceso.

Se encontraron diferencias en la mayoria de lapigmades fisicas de los aceites
caracterizados (WFO y aceite de raps) (Tabla 3.83. procesos de fritura produjeron un
incremento en el valor de acidez y en el valor dedxido de WFO, lo cual se debe a
reacciones de hidrdlisis y oxidacion, respectivameffAradjo, 1995). El alto indice de

peroxido del WFO podria afectar positivamente ascteristicas del FAME, debido a que
esto se traduce en un mayor contenido de oxigea@qdria incrementar la eficiencia de la
combustién (Lin y Lin, 2007). Sin embargo, un attontenido de oxigeno en el FAME

también podria promover mayores emisiones de Oxigogitrégeno durante el proceso de
combustion (Lin y Lin, 2007).
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Tabla 3.5Propiedades y composicion de las materias primas.

Propiedades fisicoquimicas Materia prima”
WFO Aceite de raps

Densidad [kg/rha 20 °C] 925,0 927,0
Viscosidad cinemética a 40 °C [cst] 37,0 34,0
indice de acidez [mg KOH/g] 4,5 0,8
indice de yodo [g1100 g aceite] 1110 105,0
indice de peréxido [meq/kg] 15,2 4.1
Agua y sedimentos [%v/V] 1,3 <0,01
Azufre [mg/L] 2,0 7,0
Punto de escurrimiento [°C] -6,7 -23,3
Punto de inflamacién [°C] >100,0 >100,0

Composicion de acidos grasos [% p/p]
Palmitico [C16:0] 12,2 4,2
Estearico [C18:0] 4,1 1,3
Oleico [C18:1] 28,5 66,6
Linoleico [C18:2] 49,5 18,7
Linolénico [C18:3] 3,5 7,7
Araquidico [C20:0] 0,2 0,4
Eicosénico [C20:1] 0,1 1,0
Eicosapentaenoico [C20:5] 0,2 0,1
Erdcico [C22:1] 0,0 0,1
Otros 1,7 0,0

Composicion de acilglicéridos y FFA [% p/p]
Monoacilglicéridos 0,1 0,0
Diacilglicéridos 3,3 0,5
Triacilglicéridos 93,5 98,7
FFA 3,1 0,8

*Las muestras fueron filtradas antes de los asalisi

El WFO analizado fue originalmente una mezcla datede soya y aceite de maravilla, los
cuales son caracterizados por un indice de yoddreéedor de 130 g/IL00 g aceite. Como el

indice de yodo disminuy6 por reacciones de polimaeidn durante el proceso de fritura, el
WFO alcanz6 un indice de yodo similar al del acdiéeraps (Tabla 3.5). Bajos valores de
indice de yodo pueden mejorar la estabilidad okidatel combustible. Sin embargo, también

pueden incrementar el punto de escurrimiento, lal quede afectar negativamente el
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funcionamiento del motor a bajas temperaturas. iseogidad cinematica del WFO también
fue medida, encontrandose un valor levemente meymparado al aceite de raps, lo cual
deberia ser un resultado de las reacciones degrétacion durante los procesos de fritura. El
contenido de azufre también fue analizado, encodtrge en menor concentracion en el WFO
debido a que se traté de un aceite refinadoeaetitia del aceite de raps que fue un aceite sin
refinar (crudo). En el andlisis comparativo tamlksénencontré un mayor indice de acidez en
el WFO gue en el aceite de raps, lo que signifitanayor contenido de FFA. De acuerdo a Li
et al. (2007) un mayor contenido de FFA podria incremregitaendimiento de FAME usando
un biocatalizador tal como Novozym 435, debidoaccenes directas de esterificacion.

La esterificacion de FFA produce 1 mol de agua Janol de FAME producido. En este
trabajo se cuantifico el agua y sedimentos de Egmas primas, encontrdndose bajos niveles
en el WFO y en el aceite de raps con un conteradenhente mayor para el caso de WFO
(Tabla 4.5). Sin embargo, debido a que WFO tienemayor contenido de FFA, la
incorporacion de WFO en la mezcla de materias @wip@ria incrementar el contenido de
agua durante el proceso, debido a las reaccionestdgficacion de FFA. Aunque las lipasas
necesitan una cantidad Optima de agua para mangnexctividad catalitica en medio
organico, una investigacion reciente reportd queddpm 435 al estar hidratada contiene
suficiente agua en su matriz para preservar suidadi catalitica sin requerir la presencia de
la interface agua/aceite (Ognjanoetal, 2009). Ademas, en otro estudio ha sido reportado
gue Novozym 435 necesita un medio mas bien anhlpdra ser mas efectiva (Sabs al,
2005). De acuerdo a estos estudios previos, cugffel® fue incorporado en la mezcla de
materias primas, el rendimiento de la reaccion daldeaber disminuido como resultado del
alto contenido de agua en la reaccion. Entoncescetmento en el rendimiento de FAME
cuando WFO fue incorporado en la reaccion, no adeer sido producido por la presencia de
agua durante el proceso.

Al comparar la composicién de acidos grasos de WRaCeite de raps también se encontraron
diferencias (Tabla 3.5). Con la finalidad de aralizl rol de los &cidos grasos en la
produccion de FAME, se realizé un analisis comparade la composicion de acidos grasos
en la entrada y en la salida del proceso (Figusa Ba inhibicidbn por sustrato durante la
esterificacion de FFA ha sido ampliamente reportadaembargo, la inhibicion durante la

transesterificacion de aceites vegetales solo da réicientemente investigada (Al-Zuhatr
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al., 2007). En este estudio, no se encontraron did&asrsignificativas entre la composicion
de acidos grasos en la entrada y en la salidaistelra. Por lo tanto, la diferencia de la
composiciéon de acidos grasos de las materias primadeberia tener un efecto significativo
en el rendimiento de FAME. Estos resultados comtarecon lo reportado por Al-Zuhaat al.
(2007), quienes establecieron que la composiciéactins grasos en el aceite de palma y en
los metil ésteres producidos de este aceite, pawitarcasi constante usando lipasas como

catalizadores.
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Figura 3.5 Composicion de acidos grasos en la entrada y ealida de la reaccion para la
produccion de FAME, (sin diferencias significativasando test t de Student con P<0,05).
Condiciones de operacion: 0 (% p/p) WFO en la nezbt materias primas, razon

metanol/aceite 3:1 (mol/mol), 9 (% p/p) Novozym 4355 °C a 200 rpm.

La composicion de acylglicéridos MG, DG, TG y elntmido de FFA de los aceites
estudiados fueron cuantificados para su comparacgsuma de MG, DG y FFA en el WFO
fue un 6,4 % comparado con sélo un 1,3 % enconiads aceite de raps (Tabla 3.5). Turkan
y Kalay (2006) establecieron que en la transegtacdion catalizada por Novozym 435, el
primer paso (es decir la conversion de TG a DGElepaso determinante de la tasa de
reaccion, debido a que los TG son convertidos eMEAiIn una acumulacion significativa de
MG y DG. Este hecho indica que MG, DG y FFA puedenfacilmente convertidos a FAME
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en comparacion a los TG. Por lo tanto, WFO es wtraio mas disponible en el proceso
investigado, comparado al aceite de raps, lo gqoeemmentaria el rendimiento de FAME

cuando WFO es incorporado a la reaccion.

3.5 CONCLUSIONES DEL CAPITULO I

De acuerdo a la MSR, la 6ptima combinacion de cooés predichas para obtener un 100 %
de rendimiento de FAME fueron el uso de 100 (% pWFO, razon metanol/aceite 3,8:1
(mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435y 44,5 °C a 2@ La adicion de metanol en dos pasos
fue previamente establecida. Una adicion temprahaetjundo paso luego de 8 h de reaccion
fue una técnica efectiva para incrementar la prinddad disminuyendo el tiempo total de
reaccion a 12 h y previniendo a la vez la inhibictle las enzimas. El modelo empirico
obtenido de la MSR predijo que existen diversashinationes de condiciones 6ptimas para
alcanzar altos rendimientos de FAME. De acuerdosta enodelo, la adicion de WFO
incrementd el rendimiento de FAME, y su efecto padoprincipalmente atribuido al mayor
contenido de MG, DG y FFA en el WFO, comparadccalta de raps, los cuales son sustratos
mas disponibles para la catalisis enzimatica. Balahto, el reemplazo total o parcial del
aceite de raps por WFO en procesos catalizadoN@arzym 435, podria disminuir los costos
de produccion del FAME, debido a que es una matprima mas econémica que
adicionalmente incrementa el rendimiento de FAMEr B tanto, este proceso es una
alternativa potencial para la produccion de FAME&saala industrial. Finalmente, las futuras
investigaciones en esta materia deberian enfoesrsestudiar el efecto de la utilizacién de
WFO en las propiedades del producto y en la paddailde reutilizar la lipasa Novozym 435
bajos las condiciones de operacién establecidastertrabajo.
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Capitulo IV. Produccion de FAME catalizada con lipaas en medio anhidro

4.1 RESUMEN

Junto con la reaccion de transesterificacion, talpccion de FAME en procesos catalizados
con lipasas puede ser llevada a cabo a través atxioaes sucesivas de hidrolisis y
esterificacion. La hidrélisis de TG produce FFAglee puede generar un producto con altos
indices de acidez y fuera de la normativa. Poamsot, la acidez en el FAME podria depender
del contenido de agua en la reaccion ya que fagdeeta hidrélisis de TG. Con la finalidad
de mejorar el rendimiento de la reaccion y las igagdes del producto, se investigo el uso de
un medio anhidro generado por extraccion de aguantkila reaccion para la produccion de
FAME catalizada por lipasas. La produccion de FARHializada por Novozym 435 fue
llevada a cabo usando WFO como materia prima ynmoketaomo aceptor acilo, adicionado
tamices moleculares de tamafio de poro de 3 A mammwer el agua durante la reaccion.
Usando un medio anhidro, el indice de acidez fgmifstativamente menor evitando la
reaccion de hidrolisis de TG. Ademas, usando estelion fue posible incrementar el
rendimiento de FAME a través de la inhibicion dacaones de hidrélisis y esterificacion,
produciendo FAME principalmente por transesterdiéa de triglicéridos. Finalmente, se
observé una disminucién del contenido de DG prawabhte debido a que lo tamices
produjeron migracion acil en la reaccion, favored® la actividad de Novozym 435 que es
una lipasa con especificidat3. Estos resultados demostraron que el medio enkis una
alternativa que permitiria implementar los procesatalizados por lipasas a nivel industrial,
para producir FAME principalmente por transestesifion, con propiedades acordes a la

normativa para biodiesel.

4.2 INTRODUCCION

En los ultimos afios se han reportado diversos poscefectivos para la produccion de FAME
catalizados con lipasas (Azoceatral, 2010a; Fukudat al, 2008). La produccion de FAME

en procesos catalizados con lipasas puede sed#lesacabo a través de la reaccion de
transesterificacion. De acuerdo a Al-Zuhatr al. (2007), la transesterificaciébn ocurre por
donacién o aceptacion de protones en grupos fualgsracidos o basicos, los cuales se
encuentran en los sitios activos de las enzimadrdresesterificacion ocurre en etapas, con

MG y DG como productos intermediaros para finalragmbducir FAME y glicerol.
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Junto con la reaccion de transesterificacion, talpccion de FAME en procesos catalizados
con lipasas puede ser llevada a cabo a través atwioaes sucesivas de hidrdlisis y
esterificacion. La hidrolisis de TG produce FFA icgrol. Subsecuentemente, la
esterificacion de FFA produce FAME y agua como soddpcto (Li et al, 2009). La
desventaja de este proceso comparado con la tranfescion es que el agua producida por
esterificaciéon promueve la hidrdlisis de TG. Larbldis durante el proceso puede producir
FAME con un alto indice de acidez, lo cual genarkrinecesidad de tratamientos adicionales
para cumplir con los estandares internacionales BAME (entre < 0,5y < 0,8 mg KOH/g
aceite, dependiendo del pais de origen de la nmadfFukudaet al, 2008). Este problema
podria ser incrementado si se utilizan materiamgsicon altos indices de acidez, tales como
WFO, aceite de jatrofa, aceite de microalgas oalea sin refinar, entre otros (Azocetral,
2010a).

Por otro lado, se ha reportado que la activaciolasléipasas involucra la reestructuracion de
su sitio activo, lo cual requiere la presencia da interface agua-aceite (M al, 2010). En
este contexto, Yiet al. (2010) reportaron que para llevar a cabo un pooedsctivo es
recomendable adicionar pequefias dosis de agueeadaon. La desventaja es que el exceso
de agua puede estimular reacciones de hidrélisigrgndose un producto mas acidificado.

Una solucion para evitar la produccion de FAME #icado cuando éste es producido por
biocatalisis, seria evitar las reacciones de higlsdy esterificacion, llevando a cabo el proceso
en un medio anhidro solo a través de la transéstmion de TG. Usando la lipasa comercial
Novozym 435 se han alcanzado rendimientos de FANiersores en comparacion a otras
enzimas investigadas bajo similares condicionespaeacion. Ademas, Novozym 435 ha sido
reportada como una lipasa que podria conteneriextiiccantidad de agua en su matriz como
para preservar su actividad catalitica en un maeahbidro (Ognjanovicet al, 2009;
Tamalampudiet al, 2008). En un reciente estudio utilizando la meloglia de superficie de
respuesta, se correlaciond la concentracion de yowel35 versus la concentracion de agua,
encontrandose mayores rendimientos de FAME (92 @aphdo se utiliz6 el medio con la
menor concentracién de agua (0 %) y con la mayeisdie enzima (5 % basado en el peso
del aceite). En otra investigacion, Novozym 435 tndoena menor actividad por la presencia
de agua en la reaccion, por lo que fue sugeriddillaacion de un medio anhidro para hacer

mas eficiente la catalisis (Tamalampedtil, 2008).
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De acuerdo a lo anterior, el uso de un medio aalpddria ser una alternativa efectiva para
que los procesos catalizados por lipasas puedanpetomcon el proceso quimico

convencional, obteniéndose un producto con propiesialentro de la normativa. Para lo
anterior, es necesario determinar los efectos tenesdio en la tasa de la reaccion y en las
propiedades del producto. Por lo tanto, el objetio esta etapa de la investigacion fue
investigar un proceso en medio anhidro catalizamolipasas pata producir FAME con un

bajo valor de acidez, analizando los efectos de restio en el producto y en el rendimiento

del proceso.

4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Materiales

Como materia prima se utilizé WFO de un restautinta zona y aceite de raps de una
empresa de la Regién de la Araucania. Ambos act&imon filtrados y caracterizados
previamente durante el desarrollo del capitulo(Tihbla 3.5). Como catalizador se utilizd
Novozym 435 y para generar el medio anhidro sezatdn tamices moleculares de tamafo de
poro de 3 A, ambos adquiridos en Sigma-AldrichaRaralizar el efecto de los FFA en la tasa
de reaccion se utilizé acido linoleico grado deegar99 %. Para la cuantificacion de los
resultados se utilizaron estandares internos dezpyrara analisis cromatografico: metil ester
de acido heptadecanoico, 1,2,3-butanotriol y 1t@2¢aprinoilglicerol. Todos los otros
quimicos utilizados fueron de grado analitico.

4.3.2 Biocatdlisis en medio anhidro

Se realizé un estudio preliminar de biocatalisismedio anhidro adicionado silica gel a la
reaccion de produccion de FAME para generar esthange llevé a cabo una reaccién con
silica gel y un control bajo las mismas condiciodesoperacion: 9 (% p/p) Novozym 435,
razon metanol/WFO 3:1 (mol/mol), 45 °C, 200 rpm2yHoras de tiempo de reaccion. Cada
reaccion fue realizada en triplicado y se tomaroestras a las 3, 6, 9 y 12 horas de reaccion.
El rendimiento de FAME fue analizado por GC-MS (AmeA2.1). Los resultados fueron
analizados a través de un analisis estadistideartdo test de Duncan.
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Se investigo la produccion de FAME catalizada ppadas en medio anhidro, adicionado
tamices moleculares de tamafio de poro de 3 A areadaion. Las condiciones de operacion
fueron establecidas de acuerdo a las condicior@gapnente optimizadas en el capitulo IV.
Todas las reacciones fueron llevadas a cabo emoeatde 20 mL a los cuales se les adicion6
1 mL de WFO (0,925 g) y 15 % de Novozym 435 (% pgsado en el peso del aceite).
Ademas, a cada matraz se le adicioné metanol epafms, un tercio de la dosis total al inicio
de la reaccién y los otros dos tercios remanentas 8 horas de reaccion para alcanzar una
razén molar final de 4/1. Los matraces fueron iaclds en un shaker a 35 °C y 200 rpm.
Cada matraz fue una muestra destructiva a 1,42,53,6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 horas de reaccién
cada uno y fue realizado en triplicado. Finalmeste |levaron a cabo controles para cada

reaccion sin la adicion de tamices moleculares.

Para calcular la dosis de tamices moleculares ssideré6 como capacidad de absorcion de
agua de los tamices un 20 %. Ademas, se estiméongérido de agua en la reaccion. Este
valor fue establecido considerando el contenidoiahide agua del aceite mas el agua que
tedricamente se deberia producir durante la reacpar esterificacion de FFA. El agua
producida por esterificacion de FFA durante la c&acfue estimada a través de balance de
masa, considerando que 1 mol de FFA esterificaddyme 1 mol de agua. Por lo tanto,
considerando que el contenido de agua en el doeitde 1,3 % y el contenido de FFA en el
mismo aceite fue 2,8 %, se considerd un contengdagtia total de 4,1 % (la suma de ambos)

para estimar la dosis de tamices molecularesulrda a la Ecuacion 4.1.

V aceite + p aceitee Ia O1le 0,925+ 41

Tamices = =0,19 .
CAA 20 g (4.1)

Donde:

V aceite : Volumen de aceite en la reaccion (mL).

p aceite : Densidad del aceite (g/mL).

H.O : Contenido de agua del aceite masrdeoido de FFA del aceite (% v/v).
CAA : Capacidad de absorcion de agua dealogces (%).
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Luego de cada experimento, las muestras fueroncalmaas a 4 °C para detener la reaccion.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadagl ysobrenadante fue extraido y
almacenado a 4 °C para su posterior analisis.rdimgento de FAME, el valor de acidez, y el
contenido de MG y DG fueron analizados de acuerdims gorocedimientos analiticos (Ver

Anexos).

4.3.3 Efecto de los &cidos grasos libres en el remiento de la reaccién

En analisis previos de caracterizacion del WFQzatilo en esta investigacion (capitulo 111),
fue establecido que este aceite estaba compuestormente por acido linoleico (49,5 %).
Por lo anterior, éste acido graso fue seleccion@ta analizar el efecto de los FFA en el

rendimiento de la reaccién de produccion de FAMERpocatalisis.

Para llevar a cabo esta investigacion se realizeirmo experimentos con cuatro repeticiones
cada uno. Para cada experimento se prepar0 uratsusintético en matraces de 20 mL,
mezclando acido linoleico sintético con aceite v&lgéaceite de raps) para completar una
masa total por experimento de 927 mg equivalentdsml de aceite (Tabla 4.1). Las
condiciones de reaccion para todos los experimefieson: razén metanol aceite 3/1
(mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435, 35 °C y 200 rpiarante 12 horas de tiempo de
reaccion. El metanol se adicioné en dos pasosrdeafgimilar a los experimentos anteriores.
Al término de la reaccion las muestras fueron aébmadas a 4 °C para detener la reaccion.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadad gobrenadante fue analizado para
cuantificar el rendimiento de FAME segun la metodéd analitica. Los resultados fueron

comparados a través de analisis estadistico danzari

Tabla 4.1 Composicién sustrato sintético.

Experimento Acido linoleico Aceite vegetal
[N°] [mg] [mg]
1 0 927
2 2 925
3 4 922
4 8 919
5 10 917
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4.4 RESULTADOS Y DISCUSION

A) Biocatélisis en medio anhidro utilizando silicagel

Se realizé un estudio preliminar para conocer ettef de la adicion de silica gel en el
rendimiento de la reaccion. Los resultados son nadss en la Figura 4.1, en donde se
observa que la adicion de la silica tuvo un efeegativo en el rendimiento de FAME, el cual
fue significativo durante las primeras 12 horasregccion. Estos resultados pudieron estar
asociados a que la silica gel, a pesar de termapacidad de adsorber agua, también puede
adsorber moléculas de mayor tamafo, tales comoethrnmol (Wanget al, 2006a). Esta

caracteristica de la silica debio interferir negatiente en la reaccion, generando un menor
rendimiento por limitacion del alcohol.

O Reaccion sin silica® Reaccion con silica
100
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a a
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Figura 4.1 Efecto de la extraccion de agua con silica galleandimiento de la reaccion para
una razén metanol/WFO 3:1 (mol/mol), 9 (% p/p) Noyo 435, 45 °C, 200 rpm y 12 horas

de tiempo de reaccion. Las letras a, b, ¢ y d amdidiferencias significativas para P< 0,05
utilizando test de Duncan.
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B) Biocatalisis en medio anhidro utilizando tamicesnoleculares

En los experimentos mostrados a continuacion eantin tamices moleculares de tamafio de
poro de 3 A para producir el medio anhidro, loslesizon tamices especificos para adsorber
agua que pueden ser regenerados y reutilizadogeksatados del indice de acidez obtenidos
durante la reaccion en medio anhidro y en un medidrol, son mostrados en la Figura 4.2.
De acuerdo a esta figura, el indice de acidez faatemido en alrededor de 1 mg KOH/g
aceite a través de toda la reaccion en medio anhrir el contrario, el indice de acidez del
control fue mayor en toda la reaccion, incremertédadsobre los 3 mg KOH/g aceite al final
del periodo experimental. Los valores obtenidos)dsael medio anhidro son cercanos a lo
establecido por estandares europeos para FAME5(mQ,KOH/g aceite). El bajo indice de
acidez obtenido para el estudio en medio anhidrdebe a que a pesar de que los FFA del
WFO fueron esterificados durante las dos primem@sshde reaccion (Fig. 4.2), el agua
producida pudo ser removida de la reaccion potdosces moleculares, evitando reacciones
de hidrdlisis y la consecutiva produccion de FFér B tanto, la razon para la baja acidez en
este medio podria ser la inhibicién de la reacdéridrolisis cuando el material adsorbente
fue incluido en la reaccion. Esto indica que lachtélisis en un medio anhidro permitiria
alcanzar una mayor calidad del producto comparadoaareaccion tipica usando Novozym

435 como catalizador.

El rendimiento de FAME también fue analizado enmadio anhidro (Figura 4.3). Los
resultados obtenidos mostraron que el uso de estergenerd un incremento significativo en
el rendimiento de la reaccion, utilizando NovozyB8b4omo catalizador. Estos resultados
concuerdan con lo reportado pordtial. (2007) en un estudio de biocatalisis utilizand@FF
como materia prima, en donde la incorporacion deédas moleculares de 3 A a la reaccion de
produccion de FAME incrementé el rendimiento sigaiivamente. A pesar de la similitud de
los resultados reportados y los obtenidos en esteadie, la diferencia radica en que en la
presente investigacion se utilizé WFO que contedia un 2,8 % de FFA y un 1,3 % de agua.
Para descartar el efecto catalizador de los tanseelevd a cabo un control adicionado
tamices moleculares a la reaccion pero sin el estathlizador. Los resultados mostraron que
no hubo produccion de FAME (datos no mostrados}o E®nlleva a suponer que el
incremento en el rendimiento de la reaccion poestar asociado a un mejor funcionamiento

de la enzima en este medio. Esta hipétesis coreweml o reportado por Tamalampetial.
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(2008 quienes sugirieron que la actividad transesterifeade Novozym 435 puede
inhibida por la presencide agua adicionada a la reaccion y que se nedasitar medic

cercano al anhidro para alcanzar una mayor eficieratalitica

—i— Contro
—— Medio anhidr

Indice de acidez [mg KOH/g]
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Figura 4.2 indice de acidedurante la reaccion en medio anhily en el contr¢, par: una

razon metancWFQ 4:1 (mol/mol), 1! (% p/p) Novozym 435, & °C, 200 rpm y 12 horas (

tiempo de reaccié

La razén para la mayor acidad de la enzima en este me puede ser explicada segun
reportado por Cabreiet al. (2009. Ellos sugirieron que la lipasa puede existir ea fibrmas
estructurales diferentes; en una forma el sitivaate la lipasa es aislado del medio, rtras
en la otra form el sitio activo es expuesto al mecEn un medio acuo: homogéneo la lipas
esta en equilibrio entre estas dos estructural Easo de Novozym 435, ésse encuent
inmovilizada en resina de acriliccon propiedades hidrofilicas. Por lo tanto, el nn:
rendimiento de la reaccién podria ocurrir debidgua en el medio hidrofébico investigau

Novozym 43! deberia tender a abrir su estructura, incrementandwtividad. Estos cambi
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conformacionales permiten alterar las propiedaddagilipasas a través de la modificacion de
las propiedades del medio o el soporte. En estaseBSamukawat al. (2000) establecieron
que la preincubacion de la enzima en aceite ange$adreaccion podia incrementar el
rendimiento debido a que la enzima preincubadalsorleria agua durante la reaccion.
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Figura 4.3 Rendimiento de FAME durante la reaccion en medhudao y en el control, para
una razén metanol/WFO 4:1 (mol/mol), 15 (% p/p) bioym 435, 35 °C, 200 rpm y 12 horas

de tiempo de reaccion.

El contenido de MG y DG también fue cuantificadgashie la misma reaccion en el medio
anhidro estudiado. MG y DG son productos intermé@mbaen la producciéon de FAME que
tienen caracteristicas higroscépicas, las cualeslggu causar dafios al motor. Fukedaal.
(2008) explicé que a pesar de que se puede alcanzato rendimiento de FAME utilizando
lipasas regioespecificas, el problema de estasagas que pueden generar un producto con

alto contenido de MG y DG. En este estudio, serad@a que el contenido de MG y DG fuera
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afectado por el diferente comportamiento de lareazén el medio anhidro. Por lo tanto, el
contenido de MG y DG fue medido a través de laaiéacen el medio anhidro, con la

finalidad de compararlo con un control (Figura 4.5)

La Figura 4.4A muestra que el contenido de MG derda reaccion fue bajo y bastante
similar para el medio anhidro y el control, con £,6,4 (% m/m)y 0,7 £ 0,1 (% m/m) al final
de la reaccion, respectivamente. Estos valores éstidiro de lo establecido por la normativa
EN-14214 para el contenido de MG en el FAME (<%, &/m).

El contenido de DG fue rapidamente reducido durkastelos primeras horas de reaccién tanto
en el medio anhidro como en el control (Figura 4.4Bste resultado puede ser explicado
segun lo reportado por Azécat al. (2010b), quienes establecieron que los productos

intermediarios son sustratos mas disponibles parathlisis enzimatica.

A medida que avanzé la reaccion el contenido de d8Gncrementd drasticamente en el
control, manteniéndose entre un 3y 4 (% m/m) désslé horas hasta el final de la reaccion
(Figura 4.4B). Esto se debid probablemente a queXan 435 tiene una especificidad 3,

la cual a pesar de que es baja comparada con lgteesas, produce una considerable

acumulacion de DG durante la reaccion (Figura 4.4B)

Cuando la reaccion se llevo a cabo en el mediodamlel contenido de DG alcanzé un valor
maximo de 2 (% m/m). Sin embargo, este valor décinun 0,3 (% m/m) al final de la
reaccion, el cual es cercano a lo establecidogaoimativa para FAME<(0,2 % m/m). La
razén para este menor contenido de DG podria edtarionada con la adicién de tamices
moleculares a la reaccion. En otros estudios lmesthblecido que el uso de materiales, tales
como silica gel, podria producir migracion acitoclal tenderia a incrementar el rendimiento
de FAME cuando se utilizan lipasas con regioesjpgtdfd como catalizadores de la reaccion
(Du et al, 2005). En este estudio, la adicién de tamiceoubhres a la reaccién pudo reducir
el contenido de DG debido a una probable generad#migracion acilo. Por lo tanto, la
adicion de tamices moleculares a la reaccion pyedducir dos efectos positivos en la
biocatalisis: un incremento en el rendimiento deViEApor el medio anhidro generado y, un
incremento en las propiedades del FAME por la reidacde indice de acidez y del contenido
de DG en el producto.
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Figura 4.4 Contenido de MG y DG en el producto durante lacigacen medio anhidro y en
el control, para una razéon metanol/WFO 4:1 (moljmbth (% p/p) Novozym 435, 35 °C, 200
rpmy 12 horas de tiempo de reaccion.
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4.4.3 Efecto de los acidos grasos libres en el rémiento de la reaccién

El comportamiento de las lipasas para llevar a taboeacciones de hidrélisis, esterificacion
y transesterificacion puede ser afectado en un onadhidro. Cuando se utiliz6 un medio
anhidro el contenido de FFA disminuy6 a lo largolaleéeaccion de produccién de FAME,
probablemente por inhibicion de la esterificaciénHFA y de la hidrdlisis de TG. Por lo tanto,
se llevd a cabo un experimento para analizar ettefee la presencia de FFA en el
rendimiento de la reaccion. Esto fue realizadoiadando pequefias dosis de un FFA sintético
a la reaccion de produccién de FAME usando aceteags como materia prima, el cual se
caracteriza por un bajo contenido de FFA (Figusa. 4.

La Figura 4.5 muestra una reduccion significatimae rendimiento de FAME cuando se
adicionaron pequeias dosis de FFA a la reaccioeskrs casos, la enzima esterifico los FFA
adicionados para producir FAME y agua. Esta agaeaciend con los TG para producir mas
FFA 'y glicerol. Por lo tanto, las enzimas tuvierpre llevar a cabo tres reacciones en paralelo:
hidrolisis, esterificacion y transesterificacion, dual generé un proceso mas lento y menos
efectivo. Ademas, ha sido reportado que el excesagda reduce la metandlisis debido a que
actia como un inhibidor competitivo de la lipasaapaatalizar la esterificacion y la
transesterificacion (Dwet al, 2005; Tamalampudet al, 2008). Como resultado, el agua
producida por esterificacion podria afectar negatiente la transesterificacion, disminuyendo
la tasa de reaccién. Por lo tanto, el mayor reratitoi para la produccion de FAME por
biocatalisis en medio anhidro, podria ser debidme las reacciones paralelas de hidrélisis y
esterificacién son evitadas en este medio y el FAMEde ser producido principalmente a

través de la transesterificacion.
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Figura 4.5 Efecto de la adicion de &cidos grasos libres emeptlimiento de FAME.
Condiciones de operaciéon: razén metanol/WFO 3:1l/(nad), 15 (% p/p) Novozym 435, 35
°C, 200 rpm y 12 horas de tiempo de reaccién. ledsad a y b muestras diferencias
significativas para P< 0,05 utilizando analisisvrddanza.

4.5 CONCLUSIONES DEL CAPITULO IV

De acuerdo a los resultados obtenidos, es posstddlecer que el uso de un medio anhidro
disminuyo el contenido de DG y el indice de acidelzZFAME, alcanzando valores cercanos a
la normativa. El bajo indice de acidez alcanzaddopser producido por la inhibicion de la
hidrolisis cuando se utilizaron tamices moleculameda reaccion, lo cual evité la produccién
de FFA. La reduccion en el contenido de DG se debabablemente a que los tamices
adicionados a la reaccion produjeron migracion oacsolucionado el problema de
regiospecificidad de la Novozym 435. El rendimiendte FAME también pudo ser
incrementado con el medio anhidro propuesto, debidgue las reacciones paralelas de

hidrolisis y esterificacion pudieron ser evitadas este medio para producir FAME
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principalmente por transesterificacion. Estos teslals indican que el uso de un medio
anhidro permitiria implementar un proceso flexilgle cuanto a materias primas para la
produccion de FAME a escala industrial, con propies acordes a los estandares

establecidos para este biocombustible.
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Capitulo V. Reutilizacion de Novozym 435

5.1 RESUMEN

A pesar de los avances en el uso de enzimas paradaccion de FAME, la pérdida de la
actividad enzimatica en el proceso productivo, impeidido que ésta sea una alternativa
factible de ser implementada a escala industria. eéSte trabajo se investigaron tres
tratamientos para recuperar las enzimas y reutdigadespués de cada reaccion para la
produccion de FAME en medio anhidro. Ademas, sestigo la adicion deert-butanol como
co-solvente de la misma reaccion. Los tratamieotosistieron en el lavado de las enzimas
con un solvente hidrofilico (acetona), uno hidraé6bh(WFO) y uno medianamente poléer(-
butanol), para luego ser incubadas en aceite m@sitda utilizacion del lavado hidrofobico
permiti6 obtener mejores resultados en comparaaldlavado hidrofilico investigado. Sin
embargo, ninguno de estos dos tratamientos peianitimplementar este proceso a mayor
escala, debido a que la enzima no pudo ser realgetarante mas de tres reacciones
sucesivas en el medio anhidro. Mejores resultage®hn alcanzados usantit-butanol para

el lavado de enzimas, el cual es un solvente deiam@dpolaridad. Las propiedades
hidrofilicas detert-butanol permitieron remover el glicerol y el mathde las lipasas y sus
propiedades hidrofébicas permitieron mantener ltaaaatividad de las enzimas. Finalmente,
fue posible llevar a cabo 17 ciclos sucesivos aelyecion de FAME usandtert-butanol
como co-solvente de la reaccion, mostrando que Nowo435 puede ser reutilizada en un
medio anhidro. Estos resultados también mostraten lg utilizacion de un medio anhidro
usandotert-butanol como co-solvente permitiria la implemeigiaale un proceso catalizado

con lipasas a escala industrial.

5.2 INTRODUCCION

La principal ventaja de utilizar enzimas inmovitiza es que éstas puedan ser reutilizadas en
procesos continuos o semi-continuos. Sin embargolaeproduccion de FAME se han
reportado serias dificultades para mantener lavidatl catalitica de las lipasas utilizadas
como biocatalizadores (Ognjanowtal, 2009). Esta rapida pérdida de actividad ha ingmedi
que el proceso de produccion de FAME catalizado ljgasas sea implementado a escala
industrial (Luet al, 2010).
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Existen diversas explicaciones para la pérdidaadectividad catalitica de las lipasas durante
la produccion de FAME. La principal razén es quedttoholes de cadena corta usados como
aceptor acilo en la reaccién, metanol y etanoldpoenhibir o incluso inactivar las lipasas
(Ognjanovicet al, 2009). Ademas, como se trata de una reaccionqdéibeio, se suele
utilizar alcohol en exceso para acelerar la reaccianto a lo anterior, Dosset al. (1999)
reportaron que se producia pérdida de actividadligasas inmovilizadas en soportes
hidrofilicos expuestos a glicerol, tal como la §paNovozym 435. Ellos encontraron que las
moléculas de glicerol eran adsorbidas en la superfile estas matrices, formando un
recubrimiento hidrofilico que impedia que las eranmaccedieran al sustrato hidrofébico.
Ademas, ha sido establecido que esta pared hideofibrmada en el soporte de la enzima
también atraeria el metanol, lo cual disminuiria és la actividad de las lipasas (Chen y
Wu, 2003; Soumanou y Bornscheuer, 2003). La bdjzbdiolad de metanol en aceite (1,5
moles de metanol en 1 mol de aceite) también paéigar la actividad de las lipasas en la
produccion de FAME. Esto se debe a que el metahekr insoluble en el medio de reaccion,
permanece en gotas que son atraidas por el gliadharido al soporte hidrofilico o por las

enzimas en solucion.

Diversas alternativas han sido propuestas pararelatpérdida de actividad de las lipasas
durante la reaccion para la produccion de FAMEaplkcacion de metanol por pasos consiste
en llevar a cabo adiciones sucesivas de metantd sagpletar la cantidad estequiométrica
necesaria para completar la reaccion (Azdtaal, 2010b). La utilizacién de alcoholes de
cadena larga en vez de metanol o etanol, ha pdawtsminuir el efecto inhibitorio sobre las
lipasas debido a que éstos son completamente eslubh el aceite en cantidades
estequiométricas (Iset al, 2001; Koseet al, 2002). El uso de solventes organicos como éter
de petrdleo, n-hexano, n-heptano incrementan lab#iolad del alcohol en el aceite,
permitiendo alcanzar altos rendimientos de FAME ¥80(Nie et al, 2006). El uso deert-
butanol como un solvente menos hidrofébico, ha p&ton alcanzar mejores resultados

evitando la pérdida de actividad enzimatica endieaes sucesivas (lat al, 2006).

Investigaciones para recuperar la actividad eniiadespués de la reaccion también han sido
realizadas. Chen y Wu (2003) utilizaron sucesiaadios cortert -butanol y un posterior
tratamiento en aceite de soya por 12 horas, pavazym 435 previamente tratada con exceso

de alcohol para generar pérdida de actividad. Gbe grocedimiento pudo ser restaurando
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hasta un 75 % de la actividad original. Souman@ognscheuer (2003) utilizaron sucesivos
lavados con acetona fria y una posterior etapackds para lipasa d& miehepreviamente
utilizada como catalizador en la produccion de FAtEaceite de maravilla y metanol. Los
resultados permitieron mantener la actividad dsnlama durante 7 reusos.

En el capitulo IV fue demostrado que el uso de adimanhidro permite producir FAME con
propiedades cercanas a los estandares establecid@snentando ademas el rendimiento de
la reaccion y la actividad enzimatica. Sin embargoexiste claridad acerca de los efectos de
este medio en la actividad catalitica, a travésedeciones sucesivas para la produccion de
FAME. Por lo tanto, el objetivo del presente cdpitiue proponer alternativas para producir
FAME en medio anhidro a través de reacciones swagsieutilizando Novozym 435 como

catalizador.

5.3 MATERIALES Y METODOS

5.3.1 Materiales

Como materia prima se utilizdé WFO de un restaudmtla zona el cual fue filtrado y
caracterizado previamente en el capitulo 11l (Tébt. Como catalizador se utiliz6 Novozym
435 donada por Novo Industries, Dinamarca y pare@e el medio anhidro se utilizaron
tamices moleculares de 3 A adquiridos en Sigmai#idr Para los tratamientos de
reutilizacion de las enzimas se utiliz6 acetonaONRert-butanol. Para la determinacion del
rendimiento de FAME se utilizé metil ester de adiptadecanoico con pureza para analisis

cromatografico. Todos los otros quimicos utilizatleson de grado analitico.

5.3.2 Reaccion para la produccion de FAME

Previo a cada tratamiento de reutilizacion, sedllavcabo una reaccion en triplicado para
producir FAME de acuerdo a las condiciones optidasapreviamente en el capitulo Ill. Esta
reaccion fue llevada a cabo en matraces de vidmotapon de vidrio esmerilado para evitar
pérdidas de metanol, los cuales fueron incubadasneshaker a las mismas condiciones de
operacion durante 12 horas de reacciéon (Tabla Blimetanol fue adicionado en dos pasos,
un tercio de la dosis total establecida en la Tablaal inicio de la reaccion y los otros dos

tercios remanentes a las 8 horas de reaccion, wkrdac a los resultados obtenidos en el
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capitulo Ill. Para cada reaccion se utilizaron 8 aelLWFO (7,4 g) con un valor de acidez de
5,61 mg KOH/ g aceite. Para mantener el medio aolse adicionaron a la reaccion 0,95 g de
tamices moleculares de 3 A, lo cual fue calculadaduerdo a la Ecuacion 4.1. Durante el
transcurso de cada reaccién se tomaron muestra® de de una mezcla homogénea a las 3,
6, 9 y 12 horas de reaccion, las cuales fueron drateanente almacenadas a 4 °C. Las
muestras fueron centrifugadas y el sobrenadantexXtraido para analizar el rendimiento de

FAME de acuerdo a los procedimientos analiticose@nA2.1).

Tabla 5.1 Condiciones de operacion.

Variables de operacion valor
Novozym 435 [% p/p] 15
Razdn metanol/aceite [mol/mol] 3,8/1
Temperatura [°C] 44,5
Agitacion [rpm] 200

5.3.3 Recuperacion de las enzimas

Luego de la reaccion para la produccion de FAMEllesg a cabo el procedimiento para
separar la enzima de los reactantes y product@s suaposterior tratamiento y reutilizacion.
Para esto se implementé un sistema de filtros qosigtio en un tamiz bajo el cual se dispuso
un papel filtro sobre un sistema de vacio (Fig).%1 producto de la reaccion fue vertido a
través de este sistema, los tamices molecularesrfiseparados por el tamiz y las enzimas
fueron separadas por el filtro sobre el sistemaad®o. Bajo estos filtros se obtuvo el FAME
permeado que fue posteriormente analizado por ¢omradia para determinar su contenido
de FAME. Finalmente, las enzimas retenidas en g¢lpdtro fueron traspasadas a un nuevo

matraz para llevar a cabo el tratamiento de reatldn.
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Mezcla
(Tamices moleculares, enzimas y biodie

----%» Separacion de tamices

Tamiz — | moleculare

ﬂ Enzimas y biodiesel

Filtro de papel — ° P ----9 Separacién enzimas

0 Tamiz molecular
o Enzimas

Figura 5.1 Esquema del sistema de filtracion para la recep@rale las enzimas.

5.3.4 Tratamientos para la reutilizacion de las enmas

Se investigaron 3 tratamientos para la reutilizacde las enzimas, los cuales fueron
seleccionados de acuerdo a referencias (Chen y2003; Samukawat al, 2000; Yuet al,
2010) y a experimentos previos (datos no mostradésjno control se llevé a cabo un
experimento reutilizando las enzimas directamesitetratamientos entre cada reaccion. Los
tratamientos investigados fueron llevados a cabtb&mismos matraces que contenian las

enzimas recuperadas por el sistema de filtros.

A) Tratamiento hidrofilico
Las enzimas fueron lavadas adicionado una peqde$ia de acetona fria a los matraces.
Posteriormente, éstos fueron agitados y el rediduido fue eliminado. Este procedimiento
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fue repetido sucesivamente hasta la obtencion diguido de aspecto claro. El volumen total

de acetona que se utilizé en este proceso fuecaloedie 10 mL por gramo de enzimas.

B) Tratamiento hidrofobico
Las enzimas fueron lavadas adicionando a cada matravolumen de WFO que permitiera
mantenerlas sumergidas. Los matraces fueron agitadbresiduo liquido fue eliminado. Este

procedimiento fue repetido tres veces.

C) Lavado con un solvente medianamente polar

El lavado fue llevado a cabo adicionando una detewia dosis ddert-butanol a los
matraces. Luego, la mezcla fue agitada y el ligueidual fue eliminado. Esta secuencia fue
repetida consecutivamente hasta alcanzar un ligd@laspecto claro. ElI volumen total

utilizado en este proceso fue alrededor de 10 nmterdiddutanol por gramo de enzima.

Después de cada lavado se adicioné una dosis dandei WFO a cada matraz con las
enzimas lavadas. Posteriormente, los matracesrfuecabados toda la noche en este aceite a
temperatura ambiente. Luego de 10 horas de incase llevé a cabo una nueva reaccion
para la produccion de FAME en el mismo medio daibacion (WFO) de acuerdo a la
seccion 5.3.2. Para llevar a cabo la reaccion s@adron a cada matraz tamices moleculares
nuevos y metanol, de acuerdo a la metodologia itlegreviamente. El control fue realizado
transfiriendo las enzimas directamente a otro mgtasa llevar a cabo una nueva reaccioén. De
esta manera, se realizaron ciclos sucesivos qugstienon en una reaccion para la produccion
de FAME, la separacion de la enzima a través dtdraa de filtros y su recuperacion a través
de los lavados descritos. Estos ciclos se repitiefoveces, lo cual permitié alcanzar

diferencias significativas entre los tratamientas gontrol.

5.3.5 Produccién de FAME en medio anhidro usandtert-butanol como co-solvente

Se investigo la incorporacion dert-butanol como co-solvente en la reaccion de pradacc
de FAME en medio anhidro, como una alternativa paemtener la actividad enziméatica

durante reacciones sucesivas.
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A) Dosis Optima detert-butanol

La primera etapa de este experimento consistiéeéinidla dosis 6ptima deert-butanol que

se debia adicionar a la reaccion. Para lo antesetlevaron a cabo cinco experimentos de
produccién de FAME, cada uno en triplicado, adiaimio diferentes dosis dert-butanol a la

reaccion de acuerdo a la Tabla 5.2. Todas lasicesxfueron llevadas a cabo en matraces,
los cuales fueron incubados en un shaker a lasasiswndiciones de operacion establecidas
para los experimentos de reutilizacion (Tabla F1)netanol fue adicionado en dos pasos de
forma similar a los experimentos anteriores y atenido de tamices fue calculado de acuerdo

a la Ecuacion 4.1. Se utilizé 1,9 mL de WFO (1,Y6pgra cada experimento.

Después de cada reaccion, las muestras fueronfagattas y el sobrenadante fue mantenido
a 85 °C por 20 minutos en un bafio para eliminaereébutanol residual de las muestras. Las
muestras tratadas fueron analizadas de acuerdomdoedimientos analiticos (Anexo A2.1)
para determinar el rendimiento de FAME. La dosiindg detert-butanol fue determinada

analizando los resultados a través de analisisdanza ANOVA de dos vias.

Tabla 5.2Dosis detert-butanol investigadas.

Experimento Dosis detert-butanol Volumen detert-butanol
[N°] [% VIV]* [uL]

1 0 0

2 0,5 95

3 0,75 143

4 1 190

5 1,25 238

* Basado en el volumen del aceite

B) Reacciones sucesivas para la produccién de FAMé&n medio anhidro usandotert-

butanol como co-solvente

Se investigo la reutilizacion de las enzimas ercaieaes para la produccion de FAME,
utilizando la dosis dé¢ert-butanol seleccionada y medio anhidro. Los expertose fueron
llevados a cabo utilizando las mismas enzimas gigun tratamiento, durante 17 ciclos

sucesivos de produccion de FAME. Cada experimargordéalizado en matraces de 25 mL,
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adicionando 5 mL de de WFO (4,6 g) durante 12 hdeaseaccion, utilizando las condiciones
de operacion la Tabla 5.1. Todos los experimeniesoh realizados en triplicado y durante
cada ciclo se tomaron muestras de 70 pL a las8By#@,2 horas de reaccion. Después de cada
reaccion, las muestras fueron centrifugadas y lees@dante fue mantenido a 85 °C por 20
minutos en un bafio para eliminar teft-butanol residual de las muestras. Las muestras
tratadas fueron analizadas de acuerdo a los promadbs analiticos (Anexo A2.1) para

conocer el rendimiento de FAME.

5.4 RESULTADOS Y DISCUSION

5.4.1 Reutilizacion de Novozym 435 para la produaam de FAME en medio anhidro

Se investigo la estabilidad de la enzima Novozyrd 8 medio anhidro, llevando a cabo
reacciones sucesivas para la produccion de FAM#irando las lipasas. Esta reutilizacion
se realiz6 incorporado directamente las lipasasaanuieva reaccion, sin tratamientos para la
recuperacion de su actividad enzimatica entre i@aes. De acuerdo a los resultados
obtenidos (Figura 5.2), el rendimiento de FAME dedy considerablemente en el segundo
ciclo. Esta tendencia se mantuvo en los ciclosssvesg, llegadndose a valores cercanos al 0 %

de rendimiento de FAME en el cuarto ciclo.

Los resultados obtenidos concuerdan con los regmstpor Ognjanoviet al. (2009), quienes
obtuvieron un 0 % de rendimiento de FAME en un tueiclo, reutilizando Novozym 435 en
un medio organico y usando metanol como acepttw. d®or lo tanto, aunque en el capitulo
IV fue establecido que la actividad de la enzimanesementada en una primera reaccion
usando un medio anhidro en comparacién a un meadgiénixo, la pérdida de la actividad

enzimatica parece ser similar para ambos tiposatkaxcuando la lipasa es reutilizada.

Ha sido reportado que las lipasas tienen alta idativde sintesis y alta estabilidad en
solventes hidrofobicos, pero el alcohol y el gladeson inmiscibles en estos solventes (Halim
y Kamaruddin, 2008). Esto puede generar una béjbifipacion de las moléculas polares en
el medio, favoreciendo la adsorcion de estas mtagéan el soporte hidrofilico de la enzima
para generar inhibicion de las enzimas y una baga tde transesterificacion (Halim y

Kamaruddin, 2008). El recubrimiento del soporte [psrmoléculas polares es acumulativo en
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el tiempo lo que genera la pérdida de actividadtifizarlas en reacciones sucesivas. Por lo
tanto, para alcanzar un proceso que pueda ser titimmpa escala industrial, es necesario

buscar alternativas de bajo costo que permitanananta actividad las enzimas.
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Figura 5.2 Reutilizacion de Novozym 435 en ciclos sucesivegprbduccion de FAME para
una razoén de metanol/WFO 3,8:1 (mol/mol), 15 (99 plpvozym 435, 44,5 °C, 200 rpmy 12
horas de tiempo de reaccion (sistema sin tratanjient

5.4.2 Tratamientos para la reutilizacién de Novozymd35 en medio anhidro

Se investigaron tres tratamientos para recupesaetaimas y reutilizarlas después de cada
reaccion para la produccion de FAME en medio aohidos tratamientos consistieron en el
lavado de las enzimas con un solvente hidrofilame{ona), uno hidrofoébico (aceite residual

de fritura) y uno medianamente polter{-butanol), para luego ser incubadas toda la noche en
aceite de residual.

La Figura 5.3 muestra los resultados obtenidos p@sados primeros tratamientos. Los
resultados obtenidos en el tratamiento con solvemefilico en la Figura 5.3 A, muestran

que fue posible mantener un alto rendimiento de EAM el segundo ciclo (> 90 %), el cual
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fue superior al sistema sin tratamiento (< 20 %gufR 5.2). Este resultado se debe a que el
solvente hidrofilico utilizado puede remover ekgtol y el metanol adsorbidos en el soporte
también hidrofilico de la enzima. Sin embargo, sapele los altos rendimientos alcanzados en
el segundo ciclo, en el tercer ciclo el rendimiet¢oFAME disminuy6 drasticamente (Figura
5.3 A). La acetona es un solvente hidrofilico conhajo coeficiente de particion en un
sistema estandar de dos fases octanol-agua (lap®)n valor de -0,24. De acuerdo aefu

al. (2010) el agua tiene mayor afinidad con éstogestés altamente hidrofilicos que con las
enzimas. Por lo tanto, la actividad de Novozym @88ria ser reducida cuando se utilizo el
lavado con acetona, debido a que dejaria de ter@ecanformacion flexible por la pérdida del

agua ligada a su estructura (¥ual, 2010).

En el tratamiento hidrofobico investigado la actad de Novozym 435 fue mayor en el tercer
ciclo en comparacion al tratamiento hidrofilicogiia 5.3). Samukaweat al. (2000) reporto
que con la incubacion de Novozym 435 en metil olgaposteriormente en aceite de soya se
incrementaba la tasa de produccién de FAME debidarapregnacion de estos componentes
en el soporte de la enzima. En este estudio, fumide que la enzima pudo haber tenido
residuos de metil ester cuando fue incubada en W-Que significaria que el tratamiento
realizado se asemeja a lo llevado a cabo por Samaukiaal. (2000). La principal ventaja de
este tratamiento es que el mismo WFO usado pairecldoacion fue posteriormente usado
para la reaccién de produccion de FAME, lo cuaindisiiria la necesidad de equipamiento

para llevar a cabo este proceso.

A pesar de las ventajas de usar WFO como tratamipata recuperar la enzima, el
rendimiento de FAME decliné considerablemente eoualto ciclo de reaccion (Figura 5.3
B). En un estudio de reutilizacion de enzimas, ClelVu (2003) encontraron que el
rendimiento de FAME fue 5 veces mayor cuando laneamZue incubada en aceite de soya
previo a la reaccién. Sin embargo, cuando usaromigino medio como tratamiento para
recuperar la actividad de la enzima, la actividaihenzé a decaer luego de la cuarta
reutilizacion. La razén podria ser la baja soldaidl del alcohol y el glicerol en el aceite,
debido a que se trata de un lavado hidrofébicaqulal impediria un lavado eficiente de la
enzima. Por lo tanto, a pesar de las ventajasratentiento hidrofébico en comparacién al

hidrofilico, ninguno de los dos permitiria implentemeste proceso a mayor escala, debido a
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que la enzima no fue recuperada en mas de tresgaras sucesivas en un medio anhidro con

estos tratamientos.
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Figura 5.3 Comparacion de tratamientos para la reutilizadénNovozym 435 en ciclos
sucesivos de producciéon de FAME para una razén etanmol/WFO 3,8:1 (mol/mol), 15 (%
p/p) Novozym 435, 44,5 °C, 200 rpm y 12 horas @enfio de reaccion. A) Tratamiento
hidrofilico (lavado con acetona), B) Tratamientdrbiébico (lavado con WFO).

Debido a que ni el solvente hidrofilico ni el hifffeico permitieron recuperar la enzima, se
investigd el uso deert-butanol como un solvente moderadamente polar (&igut).tert-
Butanol es un alcohol terciario con un coeficiemtéanol-agua de 0,35. Este alcohol ha sido

previamente investigado demostrando que puedenmgcriar considerablemente la actividad
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de la enzima en comparacion a un alcohol lineato Ees atribuido a la diferencia de
miscibilidad con triglicéridos, debido a que unaddol no lineal tiene mejor miscibilidad con
triglicéridos en comparacion a uno lineal con eimo nimero de atomos de carbono €tu
al., 2010).

Por lo tanto, se llevd a cabo el lavado de lasneazi contert-butanol, seguido de su
incubacion en WFO. Los resultados mostraron que m&tratamiento permitio alcanzar los
mejores resultados, manteniendo una alta activilada enzima en sucesivas reacciones
(Figura 5.4). Estos resultados se deben ateudutanol, al ser un solvente medianamente
polar, puede mejorar la miscibilidad entre el atdoh el aceite, disminuyendo la inhibicién
enzimatica. Ademagert-butanol tendria las ventajas de un solvente hidrofly de uno
hidrofébico, sin generar los inconvenientes de anlisto significa que las propiedades
hidrofilicas detert-butanol permiten remover el glicerol y el metanellas lipasas, mientras,
las propiedades hidrofobicas ayudarian a mantereealtia actividad enzimatica. Las ventajas
del uso deert-butanol también han sido reportadas por Chen y20803), quienes reportaron
que este solvente incluso puede ser usado pamaeragda enzima Novozym 435 luego de su
pérdida total de actividad. Ademadsrt-butanol es un solvente estable y menos reactivo que
otros is6meros de butanol. Por lo tartrf-butanol es una alternativa prometedora para la
recuperacion de Novozym 435 después de una reaeaidnedio anhidro. Basado en estos
resultados, se llevé a cabo un nuevo experimentl enal se incluydert-butanol como co-

solvente en la reaccion en medio anhidro paraddymcion de FAME.
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Figura 5.4 Reutilizaciéon de Novozym 435 en ciclos sucesivesptdoduccion de FAME
utilizandotert-butanol para el lavado de la enzimas entre ci€osdiciones de operacion: de
metanol/WFO 3,8:1 (mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 434.,5 °C, 200 rpm y 12 horas de
tiempo de reaccion.

5.4.3 Reacciones sucesivas para la produccién deME en medio anhidro usandotert-
butanol como co-solvente

En previas investigaciones ha sido establecidotgrtébutanol es inerte en la reaccion de
produccion de FAME, y que ademas es un potenciaobeente que podria mantener la
actividad enzimatica durante esta reacciéneflal, 2006). De acuerdo a esto, se investigo la
utilizacion de tert-butanol como co-solvente en un medio anhidro, corfidalidad de

determinar su capacidad para mantener la actiddadovozym 435 en reacciones sucesivas.

Se llevé a cabo un estudio preliminar para deteamen dosis deert-butanol 6ptima para ser
adicionada a la reaccion. Los resultados mostrgumn la mayor tasa de rendimiento de
FAME fue alcanzada cuando se adicion6 0,75 y 1/(#pde co-solvente a la reaccion (Figura

5.5). Estos resultados concuerdan con los repatpdo Liet al. (2006) quienes reportaron
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que dosis menores a 0,75 (% v/v) no son suficieptga producir un incremento de la
solubilidad entre el aceite y el metanol, por lee (ge mantiene el efecto inhibitorio del
metanol en la actividad de la lipasa. Por otro Jagoincremento de la dosis tert-butanol

sobre 1 (% v/v), podria disminuir la transferend@ masa afectando negativamente el
rendimiento de FAME por dilucion de los reactantEgialmente, debido a que no se
encontraron diferencias significativas entre laigi®s75 y 1 (% v/v), en los experimentos
posteriores se adicioné una dosis de 0,75 (% wded-butanol a la reaccion en medio

anhidro, para evitar el gasto innecesario de coesté.
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Figura 5.5 Tasa de la reaccion de metandlisis en un medi@inpara diferentes dosis de
tert-butanol como co-solvente. Condiciones de operaciamon de metanol/WFO 3,8:1
(mol/mol), 15 (% p/p) Novozym 435, 44,5 °C, 200 rgrti2 horas de tiempo de reaccion. Las

letras a y b indican diferencias significativasgpgr< 0,05 utilizando analisis de varianza.
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Se investigd la produccion de FAME reutilizando Eszimas en reacciones sucesivas,
utilizando un medio anhidro y adicionando la dasert-butanol previamente seleccionada a
cada reaccion (Figura 5.6). También se realizOxpe@mento sin la adicién dert-butanol
como co-solvente (control), en el cual el rendindede FAME disminuy6 drasticamente a
partir del segundo ciclo de reaccion (< 20 %). Megoresultados fueron obtenidos en las
reacciones con el co-solvente, donde el rendimieetd-AME se mantuvo sobre un 50 %
después de 17 ciclos (Figura 5.6). Rogoml. (2007) establecieron que la enzima es inhibida
a lo largo de toda la reaccién de produccion de EAM inicio de la reaccion, esta inhibicion
se debe a la presencia de metanol, el cual esdieien el aceite. Posteriormente, cuando la
concentracion de metanol disminuye, la inhibici@npeoducida por el glicerol que cubre el
soporte del catalizador, atrayendo el metanol remi@nal soporte. Por lo tanto, la adicion de
tert-butanol pudo tener efectos positivos a lo largéodi la reaccion. Primero, el usotde-
butanol pudo incrementar la miscibilidad entre etanol y el aceite, previniendo el contacto
directo de la enzima con el alcohol e incrementagldendimiento de la reaccion. Segundo,
debido a las propiedades hidrofilicas tet-butanol, éste disolvid el metanol y el glicerol,
previniendo la inhibicién de la enzima a lo large tdda la reaccién. Tercero, debido a las
propiedades hidrofébicas de&drt-butanol, fue posible mantener una alta actividadlab

lipasas a través de las reacciones sucesivas.

Por otro lado, segun Yet al. (2010) cuando se selecciona un co-solvente pardemer la
actividad de las enzimas en la produccion de FAME&,necesario considerar diferentes
propiedades del solvente, tales como, viscosidastante dieléctrica, pardmetros de
solubilidad y coeficiente octanol-agua. Otro aspeqtie deberia ser considerado es la
factibilidad de recuperar el co-solvente por dasiiln, lo cual se relaciona con el punto de
ebullicién. En este sentido, &rt-butanol tiene ventajas en comparacion a otrosesths
reportados, tal como el alcohol amilico, el cuahé propiedades muy similaregext-butanol
pero un alto punto de ebullicion (102 °C), muy ea al del agua. El punto de ebullicion del
tert-butanol es 82 °C, debido a que la destilaciomustianol ocurre a 65 °C, la recuperacion

deltert-butanol no deberia incrementar excesivamentedegénutilizada en este proceso.
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Figura 5.6 Rendimiento de FAME durante 17 ciclos sucesivoprdeluccion con una razon
de metanol/WFO 3,8:1 (mol/mol), 15 (% p/p) NovozyBb6, 44,5 °C, 0,75 (% viv) dert-

butanol, 0,9 g de tamices moleculares, 200 rpm lgdtds de tiempo de reaccion.

Pese a los altos rendimientos alcanzados durargdedor de 200 horas de operacion, el
rendimiento disminuy6 paulatinamente hasta llegan &0 % del rendimiento inicial (Figura

5.6). Esta disminucion en el rendimiento podriareasociada a la pérdida de actividad de las
lipasas reutilizadas. Sin embargo, también podsiar esociada a la disminucion de la masa
de lipasas utilizadas en las reacciones sucegivaducto de los sucesivos ciclos realizados
que generaron peérdida de enzimas al transferigasird batch a otro (Figura 5.7). Por lo

anterior, es necesario realizar este proceso emafa@ontinua o semi-continua en un reactor

con las condiciones apropiadas para eliminar pasdil@ lipasa durante el proceso.
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Finalmente, es posible establecer que el usteddoutanol como un co-solvente permitiria
implementar un sistema en medio anhidro a escdlasinal, para la produccion de FAME

utilizando WFO como materia prima y Novozym 435 ooratalizador.
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Figura 5.7 Produccion de FAME y masa de lipasas al iniciol yéamino de los ciclos
sucesivos de produccién con una razon de metan@/\VBRB:1 (mol/mol), 15 (% p/p)
Novozym 435, 44,5 °C, 0,75 (% v/v) tert-butanol, 0,9 g de tamices moleculares, 200 rpm y
12 horas de tiempo de reaccion.

5.5 CONCLUSIONES DEL CAPITULO V

La utilizacién de un lavado hidrofébico de NovozyB8b con aceite residual de fritura (WFO)
permitié6 obtener mejores resultados en comparaalidavado hidrofilico utilizando acetona.

Sin embargo, ninguno de estos dos tratamientosifiéa implementar este proceso a mayor
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escala, debido a que la enzima no pudo ser redgpetarante mas de tres reacciones
sucesivas en el medio anhidro. Mejores resultage®h alcanzados usantiwt-butanol para

el lavado de enzimas, el cual es un solvente deiam&dpolaridad. Las propiedades
hidrofilicas detert-butanol permitieron remover el glicerol y el mathde las lipasas y sus
propiedades hidrofébicas permitieron mantener Uiasaatividad de las enzimas. Finalmente,
fue posible llevar a cabo 17 ciclos sucesivos daelyecion de FAME usandtert-butanol
como co-solvente de la reaccion, mostrando que Nowo435 puede ser reutilizada en un
medio anhidro. Estos resultados también mostraten lg utilizacion de un medio anhidro
usandotert-butanol como co-solvente permitiria la implemeigiaale un proceso catalizado

con lipasas a escala industrial.
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Capitulo VI. Cinética y puesta en marcha de un redor enzimatico para la produccion de biodiesel

6.1 RESUMEN

Se investigoé la cinética de la transesterificacenzimatica para la produccion FAME
utilizando WFO como materia prima. Las reaccionesdn llevadas a cabo en un sistema con
tert-butanol como co-solvente y medio anhidro, utilizamtbvozym 435 como catalizador y
metanol como aceptor acilo. La utilizacion del noedinhidro usando tamices moleculares de
3 A para remover el agua permitié estudiar prinoigate la transesterificacion, evitando
reacciones paralelas de hidrélisis y esterificacBa analizaron en forma experimental los
efectos por separado de la variacion en la coraaatr de WFO y de metanol en la velocidad
de la reaccién. A una concentracién de WFO corstsaencontré que hasta 1200 molde
metanol se incrementaba la tasa de produccién dée;Aisminuyendo paulatinamente para
concentraciones superiores. A una concentraciome&&nol constante no se encontraron
efectos inhibitorios del sustrato. La reaccion fiescrita por un modelo Ping-Pong con
inhibicion competitiva por metanol. Los resultadegperimentales fueron usados para
determinar los parametros cinéticos del modelg;/ 0,018 mol/L/min, K1 metanoi= 1030
mol/L, Kwwro= 397 mMol/L y Ku, metanom 1815 mol/L. EI modelo fue aplicado en un reactor
semi-continuo para la produccion de FAME en ciales4 horas de reaccion, durante los
cuales se utilizaron las mismas enzimas del ciuldal. Bajo estas condiciones fue posible
mantener rendimientos de FAME sobre un 80 % dur@nt&clos de reaccion. Los cortos
tiempos de reaccion de este proceso y la reutifinagde las enzimas, permitieron conseguir
una alternativa factible de ser utilizada a esdaldustrial, generdndose un proceso

potencialmente competitivo con el proceso converatioon catalizador quimico.

6.2 INTRODUCCION

La busqueda de condiciones Optimas para la progluae FAME catalizada con lipasas ha
sido ampliamente reportada (Azoadral, 2010a; Fukud&t al, 2001). Sin embargo, para el
uso de lipasas a escala industrial, la informacgdacionada con la cinética de formacién de
productos y los efectos de los cambios en las cmdis del sistema, son esenciales para el
disefio de reactores (Krishna y Karanth, 2001).
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Estudios cinéticos utilizando diferentes lipasasapka produccion de FAME han sido
recientemente reportados. En un comienzo lo repaft se referian al estudio cinético de la
esterificacion de FFA. En un estudio Krishna y Kaina(2001) establecieron el uso de un
modelo basado en el mecanismo de Ping Pong Bi Binpdicion competitiva por alcohol y
FFA para describir la cinética de la reaccion. EBma unvestigacion posterior de la
esterificacion de acido butirico con metanol, ARZir et al. (2006) utilizaron el modelo
simplificado para inhibicibn competitiva por alcéldenominado modelo de Ping Pong. El
estudio cinético de la transesterificacion enziosatie TG solo fue propuesto por Al-Zuhetir

al. (2007).

La principal falencia de la mayoria de los estudingticos reportados hasta la fecha es que
los resultados obtenidos en estas investigacideasrt limitaciones para ser empleados a
escala industrial. Ha sido reportado que las lipas@anzan una mayor actividad y pueden ser
reutilizadas en sistemas usando co-solventes nademte polares tales comoteitt-butanol

(Li et al, 2006; Royoret al, 2007). Sin embargo, las condiciones operacionaadas en la
mayoria de las investigaciones de cinética inclugautilizacion de solventes no polares tales
como n-hexano (Al-Zuhairet al, 2007; Al-Zuhairet al, 2009; Dossakt al, 2002) yn-
hexadecano (Pesseaal, 2010), o solventes polares como agua (Cheiggilgl, 2008), con

los cuales no es posible alcanzar una alta activittala lipasas (Yet al, 2010). Por otro
lado, a pesar de que se ha establecido la necetadatilizar materias primas alternativas tales
como los WFO, solo Al-Zuhairet al. (2009) han investigado la cinética de la
transesterificacion utilizando WFO sintético.

En la mayoria de los reportes de cinética exissehtesta la fecha se ha asumido que la
transesterificacion es llevada a cabo por lasdipastravés de dos reacciones consecutivas de
hidrolisis y esterificacion. En estas reaccioneesivas primero los TG son hidrolizados para
producir FFA y luego, los FFA son esterificadosapproducir ésteres. Por otro lado, algunos
autores han asumido que la reaccion puede ocutravas de una transesterificacion directa
de TG (Al-Zuhairet al, 2007). Cheirsilpet al. (2008), investigaron los mecanismos de la
transesterificacion considerando la hidrdlisis tegficacion de TG, DG, MG, FFA y etanol, a
través de una simulacibn computacional. En estedestlos autores encontraron que la
hidrolisis y la etandlisis ocurren simultAneameataina tasa mayor que la reaccion de

esterificacion.
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En los capitulos previos ha sido establecido qeerdéamcciones paralelas de hidrdlisis y
esterificaciéon pueden ser inhibidas por la utilidacde un medio anhidro en reacciones
catalizadas por la lipasa Novozym 435. Lo antepermitiria producir FAME principalmente

a traves de la transesterificacion de TG. Porrtotda utilizacion de este medio en un estudio
cinético permitiria simplificar los mecanismos deacacion e investigar efectivamente la

cinética de la transesterificacion de TG catalizaalaipasas.

El objetivo de este estudio fue investigar la do#tde la transesterificacion para la
produccion de FAME catalizada por Novozym 435 enmeadio anhidro, utilizando WFO
como materia prima, metanol como aceptor aciteributanol como co-solvente. Ademas,
con los resultados obtenidos se llevé a cabo latpuen marcha de un reactor semi-continuo

para la produccion de FAME.

6.3 MATERIALES Y METODOS

6.3.1 Materiales

Como materia prima se utilizé WFO de un restaudania zona, el cual fue filtrado antes de
su caracterizacion y de su uso en los experimeR@s caracterizar el WFO se analizaron
algunas de sus propiedades de acuerdo a la megtal@palitica (Anexo), estas propiedades
fueron: valor de acidez, contenido de FFA, indieeyddo, indice de peroxido, viscosidad y
densidad (Tabla 6.1). Como catalizador se utilio¥ydtym 435 el cual fue donado por Novo
Industries, Dinamarca. Para generar el medio anlsieutilizaron tamices moleculares de 3 A
y como co-solvente se utiliztert-butanol, ambos adquiridos en Sigma-Aldrich. Para |
determinacion del rendimiento de FAME se utilizétimester de acido heptadecanoico con
pureza para analisis cromatografico. Todos lossoteimicos utilizados fueron de grado

analitico.

Proceso enzimatico para la produccién de FAME utilizando actes residuales de fritura en mezcla con
aceite de raps como materia prima. 97



Capitulo VI. Cinética y puesta en marcha de un redor enzimatico para la produccion de biodiesel

Tabla 6.1 Propiedades fisicoquimicas del aceite residuatitied (WFO).

Propiedades Unidad WFO
Densidad (a 20 °C) kgfn 926
Viscosidad cinematica a 40 °C cst 47,9
indice de acidez mg KOH/g 4,6
FFA % 2,3
indice de yodo g.I100g aceite 89
indice de peréxido meq/kg 10,5

*Las muestras fueron filtradas antes del analisis

6.3.2 Modelo cinético

En este estudio se utilizd el modelo Ping Pong inbibicién competitiva por alcohol para
modelar el proceso (Ec. 6.1) (Al-Zuhairal, 2006; Krishna y Karanth, 2001).

Vmax
U= N % (6.1)
1+—W|:1+u:| + c—
WIL Ky | [M
Donde:
) : velocidad inicial de reaccion (mol/L/min).

Vmax : velocidad méaxima de reaccion (mol/L/min).

Kw : constante de saturacion del aceite residualli(n
Kwm : constante de saturacion de metanol (mol/L).
Kim : constante de inhibiciébn de metanol (mol/L).

[W] : concentracion de aceite residual (mol/L).

[M]  :concentracion de metanol (mol/L).

6.3.3 Procedimiento para la determinacion de las ostantes cinéticas

Para el célculo de las constantes cinéticas, \Kw Yy Ku el sistema fue acotado para utilizar

una cinética de Michaelis — Menten. Para el cald@dovnaxy Ku, se eliminé el efecto del
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WFO manteniendo una concentracion no inhibitoria limitante de 300mol/L. La
concentracion de metanol se vario entre 100 y 88l(l.. Esto permitié utilizar una cinética
de Michaelis — Menten solo en funcion de la coneendn de metanol. Para el célculo dgsy

y Kw, se eliminé el efecto del metanol manteniendo coacentracion no inhibitoria ni
limitante de 1400mol/L. La concentracion de WFO se vario entre 20850 mol/L. Esto
permitié utilizar una cinética de Michaelis — Memtgolo en funcion de la concentracion de
WFO, segun se ejemplifica en la Ec. 6.2. Paraleuttade las concentraciones se considero
como volumen total de la reaccion la suma de ambastantes, metanol y aceite. Las
concentraciones seleccionadas para este estudioezeh en el rango de razones de metanol/
WFO entre 0,6/1 a 15/1 (mol/mol), para el caso dganol variable y razones molares
metanol/WFO de 3/0,375 a 3/1 (mol/mol), para logpegxnentos con concentraciones
variables de WFO. La mayor concentraciéon de WFQeftablecida en funcion de la minima
cantidad de WFO necesaria para completar la reaesi@quiométrica.

e VoW
Ky +[W] 62)

Para determinar los parametros cinéticgaxy Kw, los datos fueron analizados a través de un
gréafico de dobles reciprocos o de Lineweaver-Babtenido a partir de la linealizacién de la
ecuacion de Michaelis — Menten (Ec. 6.3). Se réabt mismo procedimiento para la
obtencién de las constanteg i Vmax para el metanol variable.

_Ky, 1,1
Vmax [\/\/] V

max

|l

(6.3)

Los resultados obtenidos fueron optimizados utiliitaExcel solver para encontrar la minima
funcidn objetivo de acuerdo a la ecuacion 6.4. [Estaacion compara las tasas medidas en

forma experimental, con las tasas predichas peclecion cinética. Con esta optimizaciéon
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fue posible obtener la constantgyK utilizando constantes de inhibicion de acuerdo a

referencias para iniciar la iteracion (Al-Zuhatral, 2009).
FO =Y (v pred—uvexpy (6.4)

Donde:

FO :funcion obijetivo.
U ,cq: velocidad predicha.

U ,cq:velocidad experimental.

6.3.4 Condiciones de reaccion

Cada reaccion con las diferentes concentracionesud&ato fue realizada en matraces
Erlenmeyer de 25 mL con tapdén de vidrio esmerilpdia evitar pérdidas de metanol. Cada
matraz fue incubado en un shaker durante 4 hojaddsmmismas condiciones de operacion:
15 (% p/p) Novozym 435, 44,5 °C, 0,75 (% v/v)tdd-butanol, 0,5 g de tamices moleculares
y 200 rpm. La dosis deert-butanol fue seleccionada de acuerdo a los resdtddl capitulo

V. La dosis de tamices se calcul6 de acuerdo @ladton 4.1, considerando un contenido de
FFA de 2,3 % de acuerdo a la caracterizacion deDWFabla 6.1). Se realizaron cuatro

repeticiones para cada experimento.

La toma de muestras se llevd a cabo extrayendo badanutos 50 pL de la mezcla
perfectamente agitada, durante los primeros 30 tosnde reaccion. Luego, se tomaron
muestras del mismo volumen cada 30 minutos hastgletar las 4 horas de reaccion. Las
muestras obtenidas fueron almacenadas a 4 °C p#&gaed la reaccion. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas por 10 minutos a 4P8@ Las muestras centrifugadas se
calentaron a 85 °C, durante 30 minutos para elim@latert-butanol y el metanol. El
sobrenadante fue extraido para cuantificar el medito de FAME a través de GC-MS
(Anexo A.1).
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6.3.5 Puesta en marcha de un reactor semi-continpara la produccién de FAME

Se implementd un reactor semi-continuo para laymodn de FAME de acuerdo a la Figura
6.1. El reactor fue construido en vidrio con unuwwoén atil de 0,5 L. Para el control de la
temperatura se dispuso de una camisa conectad@eamwstato. Para la agitacién, el reactor
fue montado sobre una placa con agitador magnéa la generacion de un medio anhidro,
los tamices moleculares fueron dispuestos en uhanoa de vidrio contigua al reactor, a
través de la cual se recircul6 continuamente lactaede la reaccion. Para completaset-up

se implementdé un sedimentador de vidrio del mismlimen que el reactor, de modo de

separar el FAME del glicerol.

Flujo sedimentaci(){A

Flujo recirculacion

\@_,

_
tert-Butanol Tamices °
ert-butano moleculare o
WFO N,
Metanol > ) 0® FAME
Ll o Enzimas
°€:> o Al// °

Termostato > | Lo° 4°/o,, Agitador magnético °
T =44,5°C — o| .

, :  — Glicerol

Reactor Sedimentadol

A

I]:II_I—IJ!:X Toma de muestras

Figura 6.1 Esquema del reactor enzimatico para la produc@dRAME.

El reactor fue utilizado para llevar a cabo reawesosucesivas para la produccion de FAME.
Para la puesta en marcha se adicionaron 15,3 grdeneszimas (15 % p/p de Novozym 435)
al reactor. Posteriormente, se adicionaron al misgactor 110 mL de WFO, 83 mL dert-
butanol (0,75 v/v) y 41 mL de metanol equivalerdasna razén molar 8/1, para alcanzar un
volumen total de 234 mL. Paralelamente, a la coludmtamices se le adicionaron 20 gramos
de tamices moleculares de 3 A. Cada reaccion évadia a cabo a 44,5 °C y 200 rpm, durante

4 horas de reaccion, recirculando continuameniedzacla a través de la columna de tamices.
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Luego de este periodo, la mezcla fue transferidaedimentador en donde el glicerol fue
separado del FAME luego de 1 hora de sedimenta&ibglicerol sedimentado fue extraido
por la parte inferior del sedimentador. FinalmemieFAME fue extraido del sedimentador
para ser analizado por cromatografia de gases (AA@x1), luego de la eliminacion de los

solventes y de su posterior centrifugacion.

Para la realizacion de los ciclos posteriores gdtibeel mismo procedimiento descrito,
reutilizando directamente las enzimas adicionadaal @rimer ciclo de reaccion (éstas fueron

mantenidas al interior del reactor durante todesliolos sucesivos).

6.4 RESULTADOS Y DISCUSION

6.4.1 Efecto de la variacion de la concentracion deetanol en el rendimiento de FAME y

en la velocidad inicial de reaccién

Se investigo el efecto de la variacion de la cotreein de metanol en el rendimiento de
FAME para una concentracion de WFO constante. Bata se realizaron reacciones de
produccién de FAME variando la razon molar metah®0 desde 0,6 a 15 (mol/mol) (Figura
6.2). Segun la Figura 6.2 se distinguieron dos gonaa correspondié a un rendimiento bajo
el 60 % para relaciones metanol/WFO bajo las egiggiricas (< 3:1 moles de
metanol/moles de WFO). La otra zona correspondi@ aendimiento de FAME sobre el 60
%, para razones de metanol sobre la estequiométrigd moles de metanol/moles de WFO).
Esta tendencia fue observada hasta una razon mef@mol/WFO 8/1 (mol/mol). Para las
razones molares superiores de metanol/WFO 12/1 /& {®mol/mol), se observé una

disminucioén en el rendimiento de la reaccion.

Los resultados obtenidos coincidieron con los raglms por Phan y Phan (2008), quienes
utiizando WFO como materia prima y metanol comepaor acilo, establecieron un
incremento en el rendimiento de FAME hasta unand el cual disminuia para razones
sobre 12/1. Sin embargo, cabe destacar que eniresatigacion Phan y Phan (2008)
utilizaron KOH como catalizador. La reduccion dahdimiento para altas concentraciones de
metanol se podria deber a que el exceso de metdaderiria en la separacion de los ésteres

producidos, por un incremento de la solubilidad gl&derol (Encinaret al, 2007). Esto
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significa que el proceso enzimatico investigadodtien un funcionamiento similar a un

proceso quimico convencional. Por lo tanto, lasdamones operacionales utilizadas en la
presente investigacion permitirian optimizar el pontamiento de la lipasa como catalizador,
evitando su inhibicion, para alcanzar resultadosilaies a los obtenidos en una catalisis

quimica convencional.

La Figura 6.2 también muestra que fueron neceseoitss tiempos de reaccion de entre 3y 4
horas para alcanzar rendimientos de alrededor & @4 con razones de metanol/WFO entre
6/1 y 7/1 (mol/mol). Royonet al. (2007) también alcanzaron altos rendimientos bajo
condiciones de operacion similares, obteniendoQu#o&le rendimiento de FAME luego de 5
horas de reaccion, utilizando Novozym 435 comolizaidor,tert-butanol como co-solvente y

razén molar metanol/aceite 6/1.

100 - — - Razén molar

%0 Sobre la razon molar estequiométrica 9 metanol/WFO
—o— 15
80 —A— 12
= —— 8,0
S 70 —— 7,0
UEJ —v— 6,0
< 601 —2— 50
< —o— 4,0
2 50 1 —8- 30

[}
E 40 —8— 2,0
2 —0— 18
& 301 —— 16
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20 ~ —o— 1.2
—%&— 1,0
10 1 o ; | o —~—08
. Bajo la razén molar estequiométiica_g ¢
0 50 100 150 200 250

Tiempo [min]

Figura 6.2 Rendimiento de FAME para diferentes moles equitakeme metanol y WFO
constante (1 mol). Condiciones de operacion: 19#p de Novozym 435, 44,5 °C, 0,75 (%

vIv) detert-butanol, 0,5 g de tamices moleculares de 3 A yrpa@

Proceso enzimatico para la produccién de FAME utilizando actes residuales de fritura en mezcla con
aceite de raps como materia prima. 103



Capitulo VI. Cinética y puesta en marcha de un redor enzimatico para la produccion de biodiesel

A pesar de los altos rendimientos alcanzados Is@s e€ondiciones previamente optimizadas,
los estudios de cinética enzimatica recientemegpertados no han considerado el uso de
condiciones Optimas de reaccion, obteniendo ba&odimientos de FAME. Por ejemplo, Al-
Zuhair et al. (2009) en 10 horas de reaccion alcanzé un 35 %AME en un medio sin
solvente utilizando lipasa d& cepaciacomo catalizador y un 5,9 % de FAME en 62 horas de
reaccion utilizando lipasa deandida antarcticay n-hexano como co-solvente. Si bien estas
investigaciones han permitido comprender la ciaééinzimatica, las constantes y velocidad
obtenidas no son aplicables a mayor escala en ocego industrial, debido a los bajos
rendimientos de produccion de FAME alcanzados. €&ocontrario, el presente estudio
permitiria generar un proceso catalizado por lipdsatible de ser implementado a escala
industrial, que incluso podria ser competitivo aom proceso convencional de catélisis

quimica.

Los resultados de rendimiento de FAME fueron caid@s a concentracion de FAME para la
determinacion de la tasa inicial de reaccion. Edaies de concentracion de producto versus
el tiempo fueron graficados para todas las conaeianes estudiadas. Posteriormente, se
considerd el incremento de la produccion de FAMEadie los primeros 20 minutos de
reaccion, para lo cual se calcularon las pendiegrtesse periodo (tasa inicial de reaccion).
Este periodo se establecio considerando pendiented®R > 0,9. La Figura 6.3 muestra un
ejemplo de esta metodologia para algunas de lasotaciones de metanol investigadas. Los
resultados de la tasa inicial obtenida fueron asilos para el calculo de las constantes

cinéticas.
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Figura 6.3 Determinacion de la tasa inicial de reaccion pafarehtes concentraciones

iniciales de metanol y concentracion inicial consgade WFO [300 mol/L] (R > 0,9).

6.4.2 Efecto de la variacion de la concentracion d&FO en la tasa inicial de reaccion

Para investigar el efecto de la variacién de laceatracion de WFO en la produccion de
FAME, se utilizO una concentracion de metanol moithnte ni inhibitoria, establecida de

acuerdo a los resultados obtenidos en la primerte gk esta investigacion. Bajo estas
condiciones se investigo el efecto del WFO pararrag molares metanol/WFO desde 3/0,375
a 3/1 (mol/mol). La Figura 6.4 muestra el grafiom ¢os resultados obtenidos de rendimiento
de FAME durante la reaccion. De acuerdo a estastae®s fue posible alcanzar un mayor
rendimiento de FAME para bajas dosis de WFO, lo lqgaga suponer una inhibicién por

sustrato. Sin embargo, de acuerdo a Al-Zulkaial. (2006) diversos reportes han predicho
erroneamente que existe inhibicion por sustratdaecinética enzimética de acidos grasos.
Este error se ha debido a que en estas investigarise ha utilizado el porcentaje de
conversion para describir la cinética de la reaceid vez de la tasa inicial de reaccion. Por lo
tanto, en el presente estudio se utilizé la taga@ainde reaccion para analizar la cinética

enzimatica, la que fue similar para todas las aunaeiones estudiadas (Figura 6.4).
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Figura 6.4 Determinacion de la tasa inicial de reaccidon pafarehtes concentraciones
iniciales de WFO y concentracion inicial constastgemetanol [1400 mol/L] (R > 0,96).

Los resultados de rendimiento de FAME obtenidosoiueonvertidos a concentracion de
FAME de acuerdo a los moles de FAME producidoguenion del volumen de reactantes en
la reaccion. Estos resultados fueron utilizados patcular la tasa inicial de reaccion durante
los primeros 20 minutos. Este tiempo de reacci@éneftablecido de la misma forma que para
el caso el metanol, con un R > 0,96 para cada ciiveambio de la tasa inicial obtenida fue
graficada en funcion de las concentraciones de W#@stigadas, como se observa en la
Figura 6.5. Los resultados obtenidos permitierotabdscer que no hubo inhibicién por
sustrato para el rango de concentraciones estwdidizsultados similares de una cinética
competitiva sin inhibicion por sustrato fueron regpdos por Al-Zuhairet al. (2006). Sin
embargo en un estudio posterior, los mismos autoggsrtaron por primera vez una
inhibiciébn por sustrato durante la transesterifi@acde TG (Al-Zuhair et al, 2007).
Previamente, la inhibicion por acidos grasos derdat esterificacion también habia sido
reportada (Krishna y Karanth, 2001).
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En el presente estudio la inexistencia de inhibigior sustrato podria estar asociada a que en
esta investigacion se considerd solamente la stardicacion de TG, debido a que se trabajo
en un medio anhidro que evito las reacciones d®lists y esterificacion. Por el contrario, en
su estudio Al-Zuhaiet al. (2007) utilizaron un medio organico que pudo hdagorecido
reacciones paralelas de hidrolisis y esterificaciBar 1o tanto, la inhibicidn por sustrato
encontrada en el estudio de Al-Zuhairal. (2007) podria estar asociada a la inhibicién por

acidos grasos durante la esterificacion, propygstdamente por Krishna y Karanth (2001).

Por otro lado, en este estudio se utilizaron coonés 6ptimas de operacion que permitirian
un mejor desempefio de las enzimas para catalizaa¢aion. Segun Yadav y Lathi (2004) la
inhibicion por sustrato podria ser producida alizatr lipasas inmovilizadas, debido a que
éstas adsorberian el sustrato en exceso genergmatdéemas de transferencia de masa. En el
presente estudio, esta inhibiciébn se pudo evithiddea que Novozym 435 es una enzima
inmovilizada en un material hidrofilico y ademaes,usilizé un sistema cotert-butanol como
co-solvente que elimina problemas de inmiscibilidada reaccion. De forma similar, en una
reciente investigacion Halim y Kamaruddin (2008paearon que la cinética de la
transesterificacion catalizada por Novozym 435 ersistema usandirt-butanol como co-
solvente, podria ser modelada usando un mecanigigaP®ng con inhibicion solamente por
metanol. Por lo tanto, en la presente investigagénutilizO este mecanismo para la

modelacion de la cinética de la transesterificaeidrimatica de WFO.
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Figura 6.5 Cambio de la tasa inicial de reaccion para dif@®rbncentraciones de WFO y

metanol constante [1400 mol/L].

6.4.3 Modelo cinético para la transesterificacionreimética

Para la estimacion de las constantes de saturgcidanvelocidad maxima, se construyé un
grafico de dobles reciprocos o grafico de Linewedwgk, tanto para el WFO variable como
para el metanol variable. La Figura 6.6 muestigr&lico de dobles reciprocos obtenido para
el estudio de concentraciones variables de methaotonstante de inhibicion fue estimada

usando Excel solver de acuerdo a la ecuacion 6.4.
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Figura 6.6 Grafico de Lineweaver-Burk de los reciprocos dedlacentracion de metanol y de

la velocidad inicial de reaccion.

Los parametros cinéticos estimados comparados repastados por literatura, son mostrados
en la Tabla 6.2. En esta Tabla se observan imgedadiferencias entre los resultados
reportados, esto podria estar asociado a las wfieae entre las condiciones de
experimentacion y la forma de expresar los resofta#rishna y Karanth (2001) utilizaron
acido butirico e isoamyl alcohol con Lipozyme IM-@@mo catalizador en un sistema ¢®n
hexano. Asimismo, en los experimentos realizadasApZuhair et al. (2009) se utilizd el
mismo solvente organico-hexano y la lipasa déandida antarcticaen solucion. Pese a las
diferencias, existen algunas similitudes en lobaj@s reportados. En el estudio de Halim y
Kamaruddin (2008) cuyas condiciones experimentsgdeasemejaron mas al presente estudio,
no se encontrd inhibiciébn por sustrato. Este radoltpodria estar asociado al usotele-
butanol como co-solvente en ambos estudios. Adelmgisesultados reportados en la Tabla

6.2 coinciden en el mayor efecto inhibitorio deltam®l. En este sentido, Al-Zuhait al.
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(2007) solo encontro inhibicion por sustrato a resomolares superiores a 1/4 moles de

moles de metanol/ moles de WFO

Los resultados de las constantes de saturaciomidbge(Ky y Kv) confirman una mayor
afinidad por el aceite que por el metanol por pdetid¢as enzimas. El alto valor de Rermite
establecer que es necesaria una alta dosis de ahgtara incrementar la velocidad de
reaccion de transesterificacion catalizada por [¥pnwp435. A pesar de los diferentes érdenes
de magnitud de los otros estudios reportados (TaBleestos muestran la misma tendencia de

un Ky mayor a un k.

Tabla 6.2Comparacion entre los valores dgay¥ Ku, Ksy Kis de diferentes referencias.

Parametro Referencias
(Kl_zlalarlrl::ranrgddin, 2008 fgr'iﬂ?ﬁ éom) (eAt\Ialz.,uzhgtl)rg) Este trabajo
V max (mol/L/min) 0,94 0,012 0,002 0,018
Kw (mol/L) 2,61 3030 0,25 397
Kwm (mol/L) 10,25 3060 0,11 1030
Kim (mol/L) 1,60 1,05 35,0 1815
Kiw (mol/L) - 6,55* 28,0* -

*Constantes de inhibicién obtenidas de estudiosap@ites vegetales comestibles.

En la mayoria de los estudios cinéticos de traes@ieacion o esterificacion catalizadas con
lipasas que consideran alcoholes de cadena certaa ®bservado solamente inhibicién por
alcohol, la cual es descrita por el modelo cinétied®ing Pong con inhibicion competitiva por
alcohol (Ec. 6.1). EI modelo Ping Pong de la ecwad.1 con las constantes estimadas es
presentado en la ecuacién 6.5.

0,018

! (6.5)
1+1030{1+ M ]}r 397
W] |~ 1815] [M]
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De acuerdo a las Figuras 6.7 y 6.8, el modelo peedn forma adecuada el comportamiento
de la reaccion. Esto significa que las simplifioaeis realizadas utilizando Michaelis —

Menten permitieron determinar apropiadamente lastamtes cinéticas.

Los resultados de la Figura 6.7 permiten establgeerda enzima presentd una baja inhibicion
incluso a concentraciones elevadas de metanol,emando una alta tasa inicial de reaccion
hasta una razén molar metanol/ WFO 8/1 (mol/magiyda. 2000 mol/L). Ademas, el modelo
predice una disminucion moderada de la tasa ing@eh concentraciones mayores. La razon
de la alta actividad de la enzima a concentraciet@sdas de metanol podria estar asociada a
la incorporacion del co-solvente en la reaccidénpasibilidad de utilizar altas concentraciones
de metanol en la catalisis enzimatica permitiltar@ar un proceso competitivo a nivel
industrial. Esto se debe a que mayores razonegugsteétricas de metanol permiten
desplazar el equilibrio hacia los productos, gemwaiempos de reaccién menores y por lo
tanto, factibles de ser usados a escala industrial.
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Figura 6.7 Comparacion entre la tasa inicial de reacciéon predipor el modelo y la tasa
experimental a diferentes concentraciones de mieyad-O constante [300 mol/L].
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Figura 6.8 Comparacion entre la tasa inicial de reaccion predipor el modelo y la tasa
experimental a diferentes concentraciones de WHR@tanol constante [1400 mol/L].

6.4.4 Puesta en marcha de un reactor semi-continymara la produccién enzimatica de
FAME

Se investigd la produccion semi-continua de FAMEapa cual se implementd un nuevo

reactor enzimatico con tamices moleculares paexieaccion del agua durante la reaccion
(Figura 6.9). Para facilitar el proceso, los tamié@eron dispuestos en una columna aparte
segun se muestra en la Figura 6.9. Las concentexcie metanol y WFO fueron establecidas
de acuerdo a los resultados obtenidos por el estodiético (razon metanol/WFO 8/1

mol/mol). La operacién de reactor se llevé a cabaote 30 horas manteniendo las mismas
enzimas en el reactor durante los ciclos sucesivadicionando nuevas materias primas y

tamices para cada nuevo ciclo de reaccion.
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Figura 6.9 Reactor enzimatico para la produccion de FAME.

Los resultados obtenidos durante la puesta en wmnateh reactor muestran que no existe
evidencia de pérdida significativa de la actividatzimatica durante los ciclos sucesivos,
debido a que el rendimiento de las reacciones séiena constante y sobre el 80 % de FAME
(Figura 6.10). Esto demuestra que el medio anhjidrbuso deert-butanol como co-solvente

son herramientas efectivas para implementar unepooenzimatico semi-continuo que pueda
llegar a ser economicamente competitivo. En funaénalcanzar esta meta es necesario
desarrollar futuras investigaciones operando eitoean el largo plazo para establecer vida
uatil de las enzimas bajo las condiciones propuegtdemas, seria de interés establecer un
procedimiento para la reutilizacion de los tamicedeculares. Otra alternativa a investigar es
el uso de otros materiales absorbentes, tales dasnmeolitas, lo cual permitiria bajar los

costos de produccién.
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Figura 6.10 Rendimiento de FAME durante la puesta en marchandesactor enzimatico
semi-continuo en medio anhidro con reutilizacidnedeimas. Condiciones de operacion por
ciclo: 100 (% p/p) de WFO, razon metanol/aceite @ibl/mol), 15 (% p/p) Novozym 435,
0,75 (v/v) detert-butanol, 44,5 °C, 200 rpm y 4 horas de reaccion.

Los cortos tiempos de reaccion de este procesaguldizacion de las enzimas generan una
alternativa factible de ser utilizada a escala $tdai. Este proceso presenta importantes
ventajas en comparacion al proceso convencionatatalizador quimico. Esto se debe a que
a pesar de que el proceso quimico requiere soélord te reaccion de transesterificacion,
luego del proceso es necesaria una etapa de Igadceliminar los residuos del catalizador

quimico. Esta etapa anexa no es necesaria enagor@ropuesto debido a la utilizacion de
un catalizador solido.
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6.5 CONCLUSIONES DEL CAPITULO VI

Los resultados de la cinética de la transestecifica de WFO catalizada por la lipasa
Novozym 435 en un medio anhidro, permitieron deteamque a una concentraciéon de
metanol constante no se encontraron efectos iohist del sustrato dentro del rango de
concentraciones estudiadas (hasta una razon melamedanol/WFO 3/1 mol/mol). Por el
contrario, a una concentracion de WFO constantene®ntré que hasta 1200 mol/L de
metanol se incrementaba la tasa de produccién déE;Alisminuyendo paulatinamente para
concentraciones superiores. Con los resultadoside @stablecer la factibilidad de usar altas
dosis de metanol de hasta 8/1 moles de metanokndel@VFO que permitieron desplazar el
equilibrio hacia los productos y acelerar la re@eain pérdida de actividad enzimética. La
reaccion fue descrita por un modelo Ping-Pong obibicion competitiva por metanol. Los
resultados experimentales fueron usados para daterfos parametros cinéticos del modelo:
Vma= 0,018 mol/L/min, Ki metanoi= 1030 mol/L, Kywro= 397 mol/L y Km metanom 1815
mol/L. Con los resultados obtenidos se implememntdeactor enzimatico semi-continuo para
la produccion de FAME. Las condiciones de operaciéhreactor fueron: 100 (% p/p) de
WFO, 15 (% p/p) de Novozym 435, raz6n metanol/WFO (&ol/mol), 0,75 (v/v) deert-
butanol y 44,5 °C a 200 rpm. El reactor fue openaadilizando las enzimas durante ciclos
consecutivos de 4 horas, en un sistematedrbutanol como co-solvente y recirculando la
mezcla de reactantes a través de una columna eoiceta moleculares. Los resultados
mostraron rendimientos sobre un 80 % de FAME deranticlos sucesivos. A diferencia de
los trabajos reportados hasta la fecha, los cdréospos de reaccion de este proceso y la
reutilizacion de las enzimas generan una alteraddigtible de ser utilizada a escala industrial,
generandose un proceso potencialmente competitortdo @ proceso convencional con

catalizador quimico.
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DISCUSION GENERAL

Pese a que existen numerosos estudios relaciocados produccion de FAME catalizada
con lipasas, la incorporacion de WFO al procesaresirea que solo ha comenzado a ser
investigada en los ultimos afios. En este contektobjetivo de la presente investigacion fue
desarrollar un proceso enzimatico para la prodacci® FAME incorporando WFO a la

reaccion con aceite de raps.

En una primera etapa, la investigacion llevada k& ca través de una MSR (capitulo I111)
permitid establecer que la incorporacién de estosites acidos (WFO) incrementd el
rendimiento de la reaccion. Estos resultados cadanecon los reportados por éfi al. (2007)
quienes investigaron la produccién de FAME catdbzporR. oryzae estableciendo que la
utilizacién de un aceite acidificado con FFA siiti@fpermitiria incrementar el rendimiento de
la reaccion. Por el contrario, Watanabieal (2001) establecieron que residuos en WFO
podrian afectar negativamente la actividad de tesmeas. En el presente trabajo, luego de
estudiar una posible afinidad por sustrato (capilil), se establecié que la incorporacién de
WFO a la reaccion favoreceria el rendimiento, dekadque se trata de un sustrato mas
degradado, caracterizado por un mayor contenidd@eDG y FFA que el aceite de raps. A
pesar de que en esta etapa se incluyeron los FRA sastratos que favorecerian la actividad
enzimatica, en el capitulo IV utilizando un medihi@ro (adicionando tamices moleculares
de tamarfio de 3 A a la reaccion), se determindéayjirebrporacion de acido linoleico al aceite
de raps como sustrato producia una disminucion lererglimiento de la reaccion. Sin
embargo, se comprob6 que efectivamente los MG ys@@Gsustratos rapidamente degradados
por la lipasa utilizada (Novozym 435). Lo anteflievaria a establecer que efectivamente los
MG y DG podrian favorecer la actividad de la enzymaor lo tanto favorecer el rendimiento
de la reaccion. No obstante, la presencia de Fria@fectar negativamente el rendimiento
ya que favorece las reacciones paralelas de ésderdn e hidrolisis. Esto se comprobd al
alcanzar rendimientos superiores al utilizar un imeghhidro, llevando a cabo la produccion
de FAME principalmente a través de la reaccion dmsesterificacion, luego de la

esterificacion del contenido inicial de FFA en lateria prima.

En los estudios de catélisis enzimatica para ldymcion de FAME se suele establecer que la

ventaja de utilizar esta catalisis es que permitese de materias primas alternativas y
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residuales con variables contenidos de agua y RAXhair et al.,2009; Cheret al., 2009;
Fukudaet al, 2001; Fjerbaekt al.,2009). Se ha reportado ademas que estas carachesrish
interfieren en la reaccién ya que los FFA son dgtados a FAME y pequefias dosis de agua
sirven para incrementar la actividad enzimatic&k(éaet al.,2001). Durante el desarrollo del
proceso enzimatico investigado, fue posible establque a pesar de que los FFA pueden ser
esterificados, estos interfieren en las rutas aedacion favoreciendo la hidrélisis al producir
agua como subproducto. Esta agua producida patfiesteion sumada al agua presente en la
materia prima, serian las responsables de un pwdaao que no podria ser comercializado

sin previos tratamientos de purificacion.

En el presente trabajo, el uso de un medio anlgdrmitié disminuir el contenido de MG y
DG y la acidez del producto, incrementando el maiehto de la reaccion. Sin embargo, el uso
de este medio al igual que en el medio control I@iadicibn de tamices moleculares), no
permitio reutilizar sucesivamente la lipasa Novoz85. Esto fue resuelto incorporarteot-
butanol como co-solvente a la reaccion, lo cuaimgéy reutilizar la enzima 17 veces
manteniendo el rendimiento sobre 50 %. Esta altabi#isad de la enzima en reacciones
sucesivas estaria relacionada con las caractadstie tert-butanol como co-solvente
medianamente polar. Este co-solvente permitiriaovemel glicerol y el metanol de las lipasas
gracias a sus propiedades hidrofilicas, permitiréatener una alta actividad de las enzimas
gracias a sus propiedades hidrofébicas y eliminaggroblemas de inmiscibilidad entre el

alcohol y el aceite (Yet al, 2010).

Estos resultados generan un cuestionamiento adertaamayoria de los reportes de cinética
enzimatica encontrados en la literatura, en losesuse utilizan solventes que no mejoran los
problemas de miscibilidad entre el alcohol y elitacgenerando ademas otros inconvenientes
en la reaccion. Los solventes polares tales cofexano, (Al-Zuhairt al, 2007; Al-Zuhair

et al, 2009; Dossaet al, 2002) yn-hexadecano (Pesseaal, 2010) favorecen la actividad
enzimatica, pero no son miscibles en metanol yegiic Por otro lado, los solventes polares
como el agua (Cheirsilgt al, 2008) son miscibles en metanol y glicerol perectin
negativamente la actividad de las lipasas. Lo emtpuede entregar informacion errénea del
comportamiento y actividad enzimatica, no permduitilizar la informacion obtenida para

escalar los procesos a nivel industrial.
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Debido a que lo anterior, en este trabajo se d#kamn estudio cinético para conocer el
funcionamiento de la enzima bajo las condicionesbéscidas previamente, (en medio
anhidro, utilizandotert-butanol como co-solvente y WFO como materia pringae
permitieron mejorar la miscibilidad del medio, safectar negativamente la actividad
enzimatica. Los resultados permitieron validar eldelo cinético Ping Pong con inhibicion
competitiva por alcohol y permitieron establecee asta con un razéon metanol/WFO de 8/1
(mol/mol) fue factible incrementar el rendimient® ld reaccion, sin afectar negativamente la
actividad enzimatica. Finalmente, la puesta en haame un reactor enzimatico bajo las
condiciones establecidas a lo largo de toda lastiyecion, permitié establecer que el trabajo
realizado generd un proceso con potencial pararggementado a escala industrial. Para lo
anterior, las proyecciones de este trabajo apumtkavar a cabo la operacion del reactor en el
largo plazo con la finalidad de conocer el tiemmouida util de la enzima y estudiar la
reutilizacion de los tamices moleculares u otralieanas econdémica. Todo lo anterior
permitiria realizar un analisis de ciclo de vidag®ceso para ser comparado con un proceso

alcalino convencional y conocer su potencial pararaplementado a escala industrial.
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CONCLUSIONES GENERALES

0 La adicion de aceite residual de fritura (wasteinfyyoil, WFO) en la reaccién
catalizada por Novozym 435 y utilizando aceite @@sr como materia prima
incrementd el rendimiento de metil ésteres de &cglasos (fatty acid methyl ester,
FAME). Este efecto pudo ser principalmente atribuidl mayor contenido de
monoglicéridos (MG), diacilglicéridos (DG) en el WFcomparado al aceite de raps,

los cuales son sustratos méas disponibles paradbstmenzimatica.

o La optima combinacion de condiciones predichaslgonetodologia de superficie de
respuesta (MSR) para obtener un 100 % de rendimisnEAME fueron el uso de 100
(% p/p) de WFO, razén metanol/aceite 3,8:1 (moljmbb (% p/p) Novozym 435 y
44,5 °C a 200 rpm.

o El rendimiento de FAME fue incrementado al incogsotamices moleculares de
tamafio de 3 A a la reaccion, lo cual generé un enadhidro. Este medio evit6 las
reacciones paralelas de hidrdlisis y esterificapi@uuciéndose FAME principalmente
por transesterificacion. Ademas, el uso de un madiodro disminuyé el contenido de

DGy el indice de acidez del FAME, alcanzando \edarercanos a la normativa.

o El uso detert-butanol como co-solvente permitio llevar a cabb citlos sucesivos de
produccion de FAME, mostrando que Novozym 435 psstleeutilizada en un medio

anhidro.

0 La reaccion de produccion de FAME de WFO catalizada Novozym 435 en un
medio anhidro y utilizandtert-butanol como co-solvente, fue descrita por un nedel
Ping-Pong con inhibicidn competitiva por metanobsLpardmetros cinéticos del
modelo fueron: Was= 0,018 mol/lmin, Ky, metanol = 1030 mol/L, ¥ WFO= 397
mol/L y Ky, metanol= 1815 mol/L. Los resultados del modelonpgeron demostrar
que el medio investigado permite utilizar altasislo® metanol sin generar la pérdida

de actividad de la lipasa, lo cual incrementa lacidad de la reaccion.
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0 La puesta en marcha de un reactor enzimatico eistema conert-butanol como co-
solvente, medio anhidro y reutilizacion de enzin@eymiti6 mantener rendimientos
sobre un 80 % de FAME durante 7 ciclos consecutiled horas bajo las siguientes
condiciones de operacién: 100 (% p/p) de WFO, 15/(p» de Novozym 435, razén
metanol/WFO 8/1 (mol/mol), 0,75 (v/v) dert-butanol y 44,5 °C a 200 rpm.

o A diferencia de los trabajos reportados hastadadglos cortos tiempos de reacciéon de
este proceso (4 h) y la reutilizacion de las engigeneran una alternativa factible de
ser implementada a escala industrial, generangwageso con catalizador enziméatico
que podria llegar a ser econdmicamente competition un proceso quimico

convencional.

o Es de interés para investigaciones futuras erealr@alizar un analisis econémico o un
analisis de ciclo de vida que permita comparar@tgso enzimatico propuesto con el
proceso quimico convencional. Para lo anteriorjaseecesario llevar a cabo la
operacion del reactor en el largo plazo de tal mesade determinar la vida util de

Novozym 435 bajo las condiciones propuestas.
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Nomenclatura

Nomenclatura

GC/MS = Cromatografo de gases acoplado a un gépetro de masa.
FAAE = Fatty acid alkil ester (alquil ésteresatidos grasos).

FAME = Fatty acid methyl ester (metil ésteresadelos grasos o biodiesel).
DG = Diglicéridos.

FFA = Free fatty acid (acidos grasos libres).

MG = Monoglicéridos.

MSR = Metodologia de superficie de respuesta.

Novozym 435 = Lipasa comercial @andida antarcticanmovilizada en resina de acrilico.

SCO = Single cell all

TG = Triglicéridos.
WCO = Waste cooking oil (aceite residual de cagin
WFO = Waste frying oil (aceite residual de fraur
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Abstract As biodiesel (fatty acid methyl ester (FAME)) is
mainly produced from edible vegetable oils, crop soils are
used for its production, increasing deforestation and
producing a fuel more expensive than diesel. The use of
waste lipids such as waste frying oils, waste fats, and
soapstock has been proposed as low-cost altemative feed-
stocks. Non-edible oils such as jatropha, pongamia, and
rubber seed oil are also economically attractive. In addition,
microalgae, bacteria, yeast, and fungi with 20% or higher
lipid content are oleaginous microorganisms known as
single cell oil and have been proposed as feedstocks for
FAME production. Alternative feedstocks are characterized
by their elevated acid value due to the high level of free
fatty acid (FFA) content, causing undesirable saponification
reactions when an alkaline catalyst is used in the trans-
esterification reaction. The production of soap consumes
the conventional catalyst, diminishing FAME production
yield and simultaneously preventing the effective separation
of the produced FAME from the glycerin phase. These
problems could be solved using biological catalysts, such as
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lipases or whole-cell catalysts, avoiding soap production as
the FFAs are esterified to FAME. In addition, by-product
glycerol can be easily recovered, and the purification of
FAME is simplified using biological catalysts.

Keyvwords Biodiesel - Waste lipids - Non-edible oils -
Single cell oil - Lipase - Whole cell

Introduction

The world energy crisis is a result of population growth
and increasing consumption of energy in both developed
countries and emerging economies (Pérez-Lombard et al.
2008). From 1973 to 2007. worldwide primary energy
consumption almost doubled from 256 to 505 million GJ
(IEA 2009). Meanwhile, the earth’s population has grown
to an estimated 6.8 billion (US Census Bureau 2010),
The predicted decline of petroleum reserves will occur at a
rate of between 2% and 3% per year starting in 2010
(Campbell 2006).

Therefore, there is a strong need to replace petroleum
with other, more sustainable energy sources. One promising
alternative is biodiesel. The promotion of biodiesel or fatty
acid methyl esters (FAME) production is justified by the
fact that FAME can be used in place of diesel fuel,
decreasing a country’s dependence on imported petroleum
while at the same time greatly reducing global CO»
emissions when compared with diesel fuel (Carraretto et
al. 2004). In addition, FAME is biodegradable, non-toxic,
and essentially free of sulfur and aromatic components
(Demirbas 2009). However, more than 95% of the world’s
biodiesel is produced from edible vegetable oils (Gui et al.
2008), increasing demand throughout the worldwide for
vegetable oil production (Gustone 2009). In addition, about
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70-95% of total FAME production costs are related to the
primary raw material, i.e., vegetable oil.

Vegetable oils are produced on agricultural land. In
developing countries, this would limit the amount of land
available for agriculture, reducing food security when
currently about 1 billion people suffer from malnourish-
ment in these countries (FAOQ 2009). In addition, the USA
would need to use 13% of its available farmland to replace
5% of the diesel used in transportation, whereas Europe
would require 15% (Escobar et al. 2009). Worldwide, the
human population and need for food, fiber, and other
resources are increasing. Indeed, achieving future food
security depends on conserving fertile soil, water, energy,
and biological resources (Escobar et al. 2009; Gustone
2009).

Based on these facts, innovative raw materials will be
needed for economically feasible FAME production (Haas
2005; Parawira 2009). These alternative raw materials may
be diverse in their composition and are characterized by high
content of free fatty acids (FFA), generating saponification
reactions when alkaline catalysts are used (Fjerbaek et al.
2009). Therefore, alternative catalysts would also be needed
for the application of these altemmative raw materials. This
review addresses the use of biologic catalysts for effective
FAME production using altemative oils as feedstocks.

Background

Transesterification and the conventional biodiesel
production process

Transesterification is the term used to describe the class of
organic rteactions wherein an ester is transformed into
another through the interchange of alkoxy moiety (Parawima
2009). Biodiesel production is based on the transesterifica-
tion reaction between trglycerides (TG) and methanol, in the
presence of a catalyst, producing FAME with glycerol as a
by-product (Fjerback et al. 2009; Parawira 2009). The
reaction occurs in stages, with mono- and diglycerides
(MG and DG} resulting as intermediate products (Marchetti
et al. 2007).

The most commonly used catalysts in the industry are
basic homogeneous catalysts. In a conventional industrial
biodiesel production process, a mixture of methanol and
vegetable oil with a molar matio of 6:1 is applied to carry
out the transesterification reaction, resulting in FAME
production within 1 h of reaction time, using NaOH as
the catalyst (Marchetti et al. 2007; Parawira 2009). As the
solubility of the oil in methanol is low, two phases are
present during such processes. Therefore, stirring (at about
200 rpm) and high temperatures (60°C) are necessary to
guarantee acceptable reaction kinetics. In addition, an

@ Springer

alkoxy formed from the NaOH and methanol mixture is
used as a homogeneous catalyst (Marchetti et al. 2007).
After the transesterification reaction is complete, the
mixture is allowed to seftle under gravity. The heavier
glycerol settles in the bottom layer, whereas the upper layer
is made up of the FAME. The glycerol is separated, and the
FAME is washed with water to remove the catalyst. In
addition, a neutralization step is required to handle sodium
soap residues from FAME production. The excess methanol
present in FAME is recovered by distillation, whereas the
glycerol may be refined for further use or directly discarded.

Acid and basic homogeneous catalysts

Base-catalyzed methanolysis is an addition—elimination
reaction involving the nucleophilic attack of the methoxide
anion on a carbon atom of the carbonyl moiety of
acylglycerols (Marchetti et al. 2007). As the methoxide
anion results from the reaction of methanol with the
hydroxide ions, the concentration of methoxide ions
increases with the amount of alkali. KOH and NaOH are
the basic catalysts utilized for methoxide formation.

In using altermative raw materials with a high acid value,
alkaline catalysts react with FFA to produce soap in a
secondary reaction during transesterification (Kulkami and
Dalai 2006). This soap remains in the glycerol and in the
biodiesel phase, and requires necessary yet expensive
glycerol purification methods and processes for biodiesel
washing. Therefore, basic catalysts are not suitable for
producing esters from altemative raw materials containing
FFA higher than 1 mg/g oil (Canakci 2007; Fjerbaek et al.
2009; Parawira 2009).

Acid catalysts are suitable for producing esters from
altemative raw materials (Canakci 2007; Marchett et al.
2007; Veljkovic et al. 2006; Wang et al. 2006b, ¢; Zheng et
al. 2006). Using sulfuric acid (as well as other acids as
catalysts). FFA can be esterified to FAME without soap
formation. Therefore, acid catalysts can be also used in a
pretreatment step, before the alkaline reaction (Marchetti et
al. 2007; Veljkowic et al. 2006). In addition, TG can react
with methanol to produce biodiesel and glycerol in a
transesterification reaction using acid catalysis.

In a companson of the advantages of using acid catalysts
versus acid pretreatment with alkaline catalysts in trans-
esterification reactions of high FFA feedstocks, the far
longer reaction times and high costs of reaction equipment
make acidic catalysis less favorable than the commercially
applied alkaline catalysis using NaOH (Zhang et al. 2003).
In addition, both acid and basic homogeneous catalysts
require neutralization and sepamtion from the reaction
mixture. Environmental and economic problems related to
the use of large amounts of energy and wastewater
generation are also characteristic of these processes (Dossin
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et al. 2006). Using homogeneous catalysts such as NaOH,
about 20 L of wastewater is discharged per 100 L of
biodiesel produced (Suehara et al. 2005), generating a high
environmental impact. In addition, the energy balance
indicates that each ton of biodiesel requires about 50 kW
of electricity, of which 60-70% is consumed in glycerin
refining (Bamwal and Sharma 2005).

Biotechnological tools could be an altemative for
improving the conventional biodiesel production process
(Rottig et al. 2010). The use of biological catalysts such as
purified lipases or as a whole cell (from lipase-producing
microorganisms) does not result in soap formation when
alternative raw materials with high acid value are used in
esterification of FFA to FAME. In addition, glycerol can
easily be recovered, and the purification of FAME is
simplified. In fact, immobilized catalysts can be easily
separated and removed from the reaction mixture, and are
therefore economically and environmentally suitable for
biodiesel production (Réttig et al. 2010).

Raw materials for biodiesel production

Feedstocks for biodiesel production are mainly composed
of TG, i.e., esters with three molecules of fatty acids and
one glycerol molecule. The fatty acids of TG are long-chain
carboxylic acids (from C;5 to Cay), which may be saturated
or unsaturated. At ambient temperature, most of the
saturated TG 1s solid (fats) while unsaturated TG are ligud
(oils). Several different raw materials may be used for
biodiesel production according to this description: edible
vegetable oils, non-edible vegetable oils (Gui et al. 2008),
waste lipids (Azocar et al. 2010; Canakci 2007; Felizardo et
al. 2006), and oleaginous microorganisms (Chisti 2007,
2008; Li et al. 2008a; Lu et al. 2008; Meng et al. 2009).

Edible oils

The main types of vegetable oils used in FAME production
are rapeseed and sunflower oils in Europe and soybean oil
in North and South America. Some advantages of these raw
materials are their low saturation level, low FFA content
(low acid value), and similar physicochemical properties
(Table 1). The low saturation level allows FAME to be
obtained with an appropriate pour point, similar to that of
diesel fuel. The low FFA content allows for using the
typical homogeneous alkaline catalyst in FAME produc-
tion, avoiding soap generation resulting from saponification
reactions. Due to the similar physicochemical properties of
the vegetable oils typically used, the transesterification
process does not require modifications for processing them
(Table 1). In Southeast Asia, FAME is also being produced
from palm oil used as feedstocks. This oil is characterized
by a high saturated fatty acid level and a high acid value

(Table 1). Due to the high amounts of saturated fats in palm
oil, the biodiesel produced using this feedstocks presents
inadequate low temperature properties. In addition, Asian
countries are not self-sufficient in edible oil production, so
non-edible seed oils for biodiesel production have been
explored as raw materials (Sarin et al. 2007).

Non-edible oils

A wide variety of high FFA oils are available in large
quantities. These oils are mainly used for making low-cost
soap and are known as non-edible oils (Ramadhas et al.
2005). Non-edible oils, e.g., from jatropha (Jatropha curcas
L.), karanja (Porgamia pinnata), mahua (Madhuca indica),
polanga (Calophyllum inophyllum), tobacco (Nicotiana
tabacum L.), rubber (Ficus elastica), soapnut (Sapindus
mukorossi), and castor (Ricinus communis L.) are less
expensive than edible oils and could be available to
produce biodiesel (Barnwal and Sharma 2005).

Table 1 shows the properties and fatty acid composition
of non-edible oils; most of them are characterized by an
elevated viscosity and FFA content. However, the heating
value and flash point are similar to those of edible oils.
Therefore, using a suitable catalyst, FAME produced from
these raw materials may present suitable performance in a
diesel engine.

Rubber trees have seed kemels (50-60% of each seed)
which contain 40-50% brown oil. The annual rubber seed
production potential in India is about 150 kg/ha. The
estimated availability of rubber seeds in India is about
30,000 t/year, which could yield about 5.000 t of rubber
seed oil per year (Ramadhas et al. 2005). Jatropha and
karanja are plants which are particularly suitable for FAME
synthesis as they contain toxic compounds and hence have
limited applications. Recently, jatropha has been considered
as one of the most promising potential oil sources for
producing biodiesel in Asia, Europe, and Africa. Jatropha is
grown on marginal and degraded land, so it does mot
compete with food production. The oil content in jatropha
seed is reported to be in the range of 30% to 50% of the
weight of the seed and from 45% to 60% of the weight of
the kemel itself (Chhetri et al. 2008). The oxidation
stability of jatropha and pongamia oil was found to be
close to that of soybean and rapeseed oil, which is
explained by therr matching composition of unsaturated
fatty acids. Therefore, blends of jatropha and palm oil
biodiesel have been proposed as efficient mixtures for
improving low temperature behavior as well as proper
oxidation stability (Sarin et al. 2007). Soapnut is a fruit of
the soapnut tree generally found in tropical and sub-tropical
climates in various regions of the world including Asia,
America, and Europe. Soapnut is a potential raw material
for FAME production, as this oil was found to have a
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composition of 9.1% FFA, 84.43% triglycerides, 4.88%
sterol, and 1.59% other compounds (Chhetri et al. 2008).

Castor is a tree or shrub that can grow more than 10 m
high and produces a very poisonous seed with an oil yield
of 30-36% of the seed’s mass. Castor oil is in great demand
by the pharmaceutical and cosmetics industry, and it is
possible to obtain as much as 2.000 kg oil per hectare.
About 1.3 Mton of castor o0il seed are produced in total each
year, corresponding to about 550 kton of oil (Scholz and
Nogueira da Silva 2008). However, harvesting castor oil is
fairly complex and requires a large amount of manual labor.
When harvested by hand, the ripe fruit (humidity of 45%) is
selectively cut, and later, the capsules are removed. It is
therefore a suitable crop only for the small-scale farming
structure (Scholz and Nogueira da Silva 2008). In addition,
the high viscosity and water content reduces the use of
castor oil in conventional alkaline processes.

To date, oil from jatropha, pongamia, and rubber seed
are the most feasible alternatives proposed. Because of the
higher availability of these oils, they may be more
economically feasibility than edible oils for biodiesel
production. Further research to explore this opportunity
for the biodiesel industry should be carried out.

Waste lipids

Waste lipids such as waste grease, waste frying oils
(WFOs), and soapstock are potential feedstocks, which
could reduce biodiesel production costs (Canakci 2007
Felizardo et al. 2006; Gui et al. 2008; Haas 2005; Kulkarni
and Dalai 2006; Leung and Guo 2006; Zheng et al. 2006).
In addition, both tall oil, a by-product of the manufacture of
pulp and paper (Altiparmak et al. 2007), and tobacco (N.
tabacum L.) seed oil, a by-product of tobacco leaf
production (Veljkovie et al. 2006), have been proposed as
new feedstocks to biodiesel production.

Canakci (2007) investigated the potential use of waste
lipids in biodiesel production. These waste lipids were
classified in two categories: yellow grease and brown
grease. Yellow grease is produced from wvegetable oil or
animal fat that has been heated and used for cooking.
Yellow grease must have a FFA level of less than 15%. If
the FFA level exceeds 15%, it is called brown grease,
sometimes referred to as trap grease. In the USA, the price
of yellow grease varies from US$ 0.04 to 0.10/kg and that
of brown grease from US$ 0.05 to 0.010/kg. At present, in
the USA, an average of 1.4 restaurants per 1,000
inhabitants produces 500 million tons of grease and animal
fats per year. This quantity could replace about 5.7 million
liters of diesel fuel (Canakci 2007).

WFOs, also known as waste cooking oil (WCO), are
generated from vegetable oils used at high temperatures in
food frying. This process causes chemical reactions such as

hydrolysis, polymerization, and oxidation, changing the
physical and chemical properties of fatty acids (Kulkamni
and Dalai 2006). To date. the total quantity of WFO
produced in Europe, North America, and some Asian
countries has reached 16.6 Mton (Gui et al. 2008),
Considering that the total FAME production in 2009 was
11 Mton and demand is increasing by about 3.5 Mton/year
(Gustone 2009), the use of WFO alone could supply the
total oil demand for FAME production of the current year.

Soapstock 1s a by-product of the refining of vegetable
oils and consists of a heavy, alkaline, aqueous emulsion of
lipids, containing about 50% water, high FFA content,
phospho-acylgeycerols, triacylglycerols, pigments, and
other minor nonpolar components (Haas 2005). Soapstock
waste has been mostly used as animal feed, raw material for
soap production, and feedstocks for fatty acids production.
Soapstock from soybean oil production is generated at a
rate of about 6% in volume of the refined crude oil (Haas
2003). From soybean production of about 36 Mton in 2009
(Gustone 2009), 2.16 Mton of soybean soapstock was
produced worldwide.

When using waste lipids for FAME production, the
process must be flexible, due to the physicochemical
properties of waste oils, which are from vegetable oils. As
shown in Table 1, moisture content varies from 0.4% to
55%, while acid value ranges from 1.3 to 193 mg KOH/g
oil for raw materials of different origin.

Single cell oils for biodiesel production

Due to the lack of feedstocks available on a global scale to
produce FAME from oleaginous sources, single cell oils
(SCO) are currently being investigated (Hu et al. 2008), as
some microorganisms are capable of accumulating lipids in
their cells with a yield of more than 20%. In addition, the
production of SCO does not require arable land and does
not compete with food production, as residual biomass can
be used as a carbon source. The main microorganisms
which are being investigated are microalgae, bacteria, yeast,
and fungi (Li et al. 2008a).

Microalgae Microalgae can utilize carbon dioxide as
carbon source and sunlight as energy for oil accumulation
under specific environmental conditions (Li et al. 2008a).
Oil accumulation yield depends on the species and culture
conditions such as pH, salinity, and nitrogen sources (Li et
al. 2008a), with nitrogen limitation and light intensity as the
key parameters (Solovchenko et al. 2008). It has been
found that many microalgae such as Botryococcus braunii,
Chiorella sp., Crypthecodinium cohnii, Cylindrotheca sp.,
Dunaliella primolecta, Isochrysis sp., Monallanthus salina,
Nannochloris sp.. Nannochloropsis sp., Neochloris oleoa-
bundans, Nitzschia sp., Phaeodactvlum tricornutum, Schiz-
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ochytrium sp., and Tetraselmis sueica can accumulate oils
(Chisti 2007); B. braunii and Chlorella sp. have been
studied the most due to their high lipid content of 25-75%
and 28-32%, respectively (Chisti 2007). B. braunii is able
to biosynthesize and stores both hydrocarbons (highly
saturated lipids) in high levels and lipids, mainly in the
external cell wall (Largeau et al. 1980; Metzger et al.
2008). These synthesized lipids have been reported
as fatty acids, epoxides, alkylphenols, and ether lipids
(Metzger et al. 1991).

Microalgae can grow photoautotrophically or heterotro-
phically; heterotrophic microalgae are able to produce fatty
acids. The use of an organic carbon source results in higher
biomass production and higher lipid accumulation in the
cell compared with autotrophic growth (Miao and Wu
2006; Xu et al. 2006b).

Microalgae are a potential raw material for producing
different biofuels such as biogas, bioethanol, hydrogen,
FAME, and hydrocarbons (Posten and Schaub 2009).
However, microalgae have presented some significant
problems associated with their growth conditions in
bioreactor systems related to light requirements and large
acreages (Vicente et al. 2009). In addition, a supply of
carbon dioxide and fresh water is also necessary, elevating
the production costs.

According to Samori et al. (2010), the bottlenecks of
biofuels production from microalgae are its higher overall
cost compared with fossil fuels, as the operation of open
ponds and bioreactors is expensive and the harvesting of
algal biomass requires large amounts of energy. In addition,
the crtical step in the development of biodiesel from
microalgae is lipid extraction, and hence, oil extraction
technology must be improved and probably redefined in
order to make microalgae competitive.

Bacteria Bacteria can accumulate mainly specialized lipids
such as polyhydroxybutyrate and other polyhydroxyalka-
noates, fatty alcohols, and glyco-, sulfo-, phospho-, and
peptidolipids, as well as wax esters and hydrocarbons
(Leman 2009). In addition, some bacteria are also capable
to synthesize triacylglycerols. Due to their higher growth
rate and the simplicity of their culture methods, bacteria
could present advantages for biodiesel production com-
pared with microalgae. Therefore, mvestigations on the use
of oleaginous bacteria for biodiesel production as raw
material have been recently performed (Uthoff et al. 2009).

Alvarez et al. (2000) and Alvarez and Steinbiichel
(2002), isolated Rhodococcus opacus PD630 and Rhodo-
coccus rurber NCIMB 40126 from soil, which were able to
accumulate up to 87% and 26% dry wi. of triacylglycerols,
respectively. In a recent review of Meng et al. (2009), other
triacylglycerols accumulating bacteria have been proposed
as oleaginous microorganisms for biodiesel production. The
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oil content in each bacterium was reported to be: Nocardia
sp. 12-24% dy wt; Arthrobacter sp. =40% dry wt;
Acinetobacter calcoaceticus 27-70% dry wt.; and Bacillus
alcalophilus 18-24% dry wt. (Meng et al. 2009).

According to Lu et al. (2008), there are three main topics
that should be investigated before microbial biodiesel
production using bacteria can be considered as a full scale
technology: (1) to reach fatty acids overproduction through
re-engineering of the cellular metabolism, (2) to avoid
glycerol overproduction, and (3) to investigate toxicological
consequences of accumulating FFA in bacterial cultures. In
this sense, some bacteria such as Escherichia coli have
been genetically modified to increase their fatty acids
production yield, principally in FFA form (50%). The
objective behind increasing FFA accumulation yield is to
avoid glycerol production as by-product in biodiesel
synthesis by promoting the direct esterification reaction
(Lu et al. 2008).

A promising research using genetically modified bacteria
is the production of microdiesel or the biosynthesis of
biodiesel. The process consists in the direct fatty acid ethyl
ester production in metabolically engineered E. coli.
Kalscheuer et al. (2006) reached biodiesel accumulation
of 26% in E. coli. This was achieved by heterologous
expression of the pyruvate decarboxylase and alcohol
dehydrogenase of Zymomonas mobilis, and the unspecific
acyltransferase of Acinetobacter baylyi strain ADP1 in E.
coli (Kalscheuer et al. 2006). In addition, using this
approach, ethanol formation was combined with fatty
acids esterification in the same bacteria (Kalscheuer et al.
2006). This concept was the basis for a pilot-scale micro-
diesel production process development (Elbahloul and
Steinbiichel 2010). In this study, using oleic acid and
glucose as carbon source, densities up to 61 g of cell dry
mass per liter and a biodiesel content of 25% were reached.
Therefore, the microdiesel process may save costs for
substrates such as oil and alcohol (Uthoff et al. 2009) and
should therefore be further investigated as a new alterative
process with industrial application.

Yeast There are several reports of different yeast species
able to accumulate lipids, such as Cryptococcus albidus,
Cryptococcuscurvatus, Lipomyces lipofera, Lipomyces
starkevi, Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula glutinis,
Trichosporon pullulan, and Yarrowia lipolytica, which can
accumulate lipid content ranging from 25% to 70% (Li et
al. 2008a; Meng et al. 2009). The most commonly
produced lipids are triglycerides, including a fraction of
saturated fatty acids (Meng et al. 2009).

Oil accumulation depends on the culture conditions such
as C/N ratio, nitrogen source, temperature, pH. oxygen, and
inorganic salts concentration (Li et al. 2008a). Higher C/N
ratio (Hassan et al. 1996) and organic nitrogen sources have
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been shown to favor oil accumulation (Huang et al. 2010).
In addition, efforts to reduce oil production costs have
involved integrating wastewater treatment and oil produc-
tion using R. glutinis, adding monosodium glutamate
wastewater as the organic carbon source, obtaining 20%
oil accumulation and 45% chemical oxygen demand
degradation (Xue et al. 2008).

Fungi There are reports of different fungi species, which
are able to accumulate lipids such as Aspergillus oryvzae,
Mortierella isabellina, Humicola lanuginosa, Mortierella
vinacea, and Mucor circinelloides, but there are few reports
on the utilization of these fungi for biodiesel production (Li
et al. 2008a). These fungi have mainly been explored for
the production of special lipids such as docosahexaenoic
acid, y-linolenic acid, eicosapentaenoic acid, and arach-
idonic acid (Li et al. 2008a; Papanikolaou et al. 2004).

Vicente et al. (2009) studied the filamentous fungi M.
circinelloides as potential feedstocks for biodiesel produc-
tion, as it can accumulate around 25% of lipids using a
wide range of carbon sources, even in large-scale growth.

According to Vicente et al. (2009), unlike microalgae,
microorganisms such as bacteria, yeast, and fungi can be
grown in conventional bioreactors, which improve biomass
yield and reduce biomass and oil production costs. Table 2
provides a comparison of different SCO used as raw
material for biodiesel production.

Biocatalysis
Biocatalysis for biodiesel production using edible oils

Although lipases are generally used for catalyzing the
hydrolysis of carboxylic esters, they are also applied in a
wide range of bioconversion reactions including esterifica-
tion and transesterification (Noureddini et al. 2005; Orcaire
et al. 2006). Biocatalysts investigated in biodiesel produc-
tion can be classified as free (liquid lipases), immobilized
extracellular lipases, and whole-cell biocatalysts (Du et al.
2008; Rottig et al. 2010). The use of free enzymes on an
industrial scale is debatable, as their performance may
present low yields and high costs since they are not
reusable. On the other hand, the use of immobilized
enzymes presents advantages such as stability and reusabil-
ity compared with free lipases (Uthoff et al. 2009). In
addition, as the use of extracellular lipases requires
complex recovery, purification, and immobilization pro-
cesses, using whole-cell biocatalysts in biodiesel production
has been also studied (Du et al. 2008; Réttig et al. 2010).

Several investigations have been carried out with edible
oils using free, immobilized, and whole-cell biocatalysts

(Table 3). Noureddini et al. (2005) described a screening for
free lipases and found that Lipase PS provides the best
catalytic activity for soybean oil transesterification. Using
2.5 wt.% of Lipase PS, a FAME production yield of about
35% was obtained, while other lipases did not surpass a
FAME production yield of 5%. These results were similar
to those of earlier research carried out by Kaieda et al.
(2001), reporting that Lipase PS exhibited a higher
methanol resistance and higher FAME production yield
even with low water content, reaching a FAME conversion
yield of about 32% in the absence of water.

Du et al. (2005) carried out a study with Lipozyme TL.
This lipase has a strict 1,3-positional specificity; therefore, a
theoretical biodiesel production vield of only 66% may be
expected. However, a biodiesel production yield of over
90% was obtained in this study, which was believed to be
due to acyl migration during the reaction process. In fact, in
that research, the lipase immobilizing material—silica gel—
was determined to be the responsible factor for acyl
migration acceleration. This is due to the lipophilic nature
of the immobilizing material, which creates a lipophilic
microenvironment that interacts with the lipase (Noureddim
et al. 2005). This suggests that immobilized lipase activity is
higher than free lipase activity because its sites became more
exposed and effective. Candida sp. 99-125 lipase was
immobilized in a textile membrane to demonstrate its
behavior as a catalyst of the transestenification reaction of
salad oil in a solvent system (Nie et al. 2006). A FAME
conversion yield of 90% with n-hexane as co-solvent and the
feasibility of reusing the enzymes up to 10 times provided
evidence of the advantages of using immobilized enzymes.

Novozym 435 has been the most commonly imvestigated
enzymatic catalyst for transesterification processes, reach-
mg high FAME production yield (Table 3). In a kinetic
study, a maximum conversion from soybean oil to FAME
was reached in a semibatch reactor, using a sequential
addition of less than stoichiometric quantities of ethanol at
25°C, 50 wt.% of Novozym 435, and an ethanol/oil molar
ratio 20.6:1 (Pessoa et al. 2010). In addition, Xu et al.
(2006a) reached an 85% FAME conversion yield over 18 h
of reaction time, while Royon et al. (2007) obtained a
methanolysis yield of 97% after 24 h at 50°C with
Novozym 435 in the presence of fers-butanol.

Rhizopus oryzae 1FO4697 cells producing a 1,3-posi-
tional specificity lipase have been also investigated as
biocatalysts for FAME production (Ban et al. 2002; Ban et
al. 2001; Hama et al. 2006, 2007; Li et al. 2007a, b; Oda et
al. 2005; Zeng et al. 2006). To examine the effects of
carbon source type and methanolysis activity on R. oryzae
cell growth, glucose and different oils were tested for cell
cultivation. Cells expressed methanolysis activity only with
oils, showing that oils can act as a carbon source as well as
inducers for lipase production (Zeng et al. 2006).
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To identify the role of lipase in methanolysis activity,
lipase localization of R. oryzae cells was determined. R.
orvzae produced two types of lipases with different
molecular masses: 34 and 31 kDa (ROL 34 and ROL 31,
respectively). ROL 34 was detected to be bound to the cell
wall, whereas ROL 31 was bound to the cell membrane.
When cells were cultivated with olive oil and oleic acid, the
intracellular methanolysis activity correlated with the
amounts of membrane-bound lipases, which suggests that
ROL 31 (located in the membrane) plays a crucial role in the
methanolysis activity of R. orvzae cells (Hama et al. 2006).

R. oryzae immobilized in biomass support particles
(BPS) has been also studied. Ban et al. (2001) carried out
methanolysis of soybean oil with BSP-immobilized R.
oryzae cells, reaching 90% FAME yield, the same level as
the processes using extracellular lipases. In addition,
immobilized R. oryzae cells cultured in shake flasks in an
airlift bioreactor were compared in regard to their activity in
repeated use of soybean oil for methanolysis. FAME
content dropped to around 60 wi.% using immobilized
cells in a shake-flask bioreactor; however, it remained at
over 80 wt.% using immobilized cells in an airdift reactor,
after at least five reactions (Oda et al. 2005). Moreover, in
recent studies, an airlift reactor system using R. oryzae
immobilized within BPS was investigated, reaching FAME
content over 90% in the first cycle and still around 80%
after the tenth cycle (Hama et al. 2007).

These immobilized biocatalysts present advantages com-
pared with alkaline catalysts, including an easier glycerol
recovery and the avoidance of a FAME washing step.
However, lipase cost and reaction times are sigmificantly
higher than those of alkaline catalysts. Extended operational
time and activity loss problems are being studied. as enzyme
cost is still a barrier to their use in biodiesel production at an
industrial scale (Du et al. 2008). Nevertheless, as discussed
in the previous chapter, the use of altemative raw materials is
necessary. Thus, the primary interest should be on expanding
research in the field of employing biocatalysts to promote the
use of alternative raw materials.

Biocatalysts for biodiesel production using altemative raw
materials

The transesterification process using jatropha oils and
biocatalysts has been already studied (Shah and Gupta
2007; Tamalampudi et al. 2008) (Table 4). Shah and Gupta
(2007) carried out a screening of commercially available
lipases PS, Pseudomonas cepacia lipase; AK, Pseudomo-
nas fluorescens lipase; M, Mucor javanicus lipase; AYS
and Candida rugosa lipase to catalyze biodiesel production
from jatropha oil. In this study, Lipase PS was found to
result in the best reaction yield, reaching 98% FAME
conversion in the presence of water (Shah and Gupta 2007).
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These results are in line with those obtained using edible
oils (Kaieda et al. 2001; Noureddini et al. 2005; Salis
et al. 2005). In another study, the activity of R. oryzae
(ROL) immobilized onto BPS was compared with that of
Novozym 435. The results showed that the presence of
water in jatropha oil has a positive effect on the
methanolysis rate when ROL was used as catalyst, whereas
when Novozym was used, it had a negative effect on
biodiesel production from this oil.

Most studies of transesterification with biocatalysis have
compared the use of waste oil with non-edible oils (Table 4).
Using Thermomyces lamuginosus lipases immobilized on a
microporous polymer, 97% FAME content from edible
sunflower oil was obtained. while only 90.2% FAME content
was obtained from WFO (Dizge et al. 2009). The study
authors concluded that this could be due to contaminants
formed in WFO which affect the enzyme. On the other hand,
a recent study has established that FAME production can be
improved in a lipase-catalyzed process using WFO as
feedstocks, which is largely due to its higher contents of
monoacylglycerols, diacylglycerols, and FFA (in comparison
with rapeseed oil), which are more available substrates for the
enzymatic catalysis (Azocar et al. 2010; Royon et al. 2007).
The diversity of these findings indicates that more investiga-
tion is needed to understand the mechanisms involved when
WFO and biocatalysts are used in biodiesel production.

The use of other waste oils such as soapstock. soybean oil
deodorizer distillate, and waste oil from activated bleaching
earth (waste ABE) in the presence of biocatalysts have been
also studied in FAME production, reaching yields of over
80% (Table 4). Sato et al. (2008) patented a process, which
produces FAME via enzymatic catalysis using soapstock
waste as feedstocks: the soapstock waste is generated by
vegetable oil refineries during the alkali refining process for
producing edible oils. This process is characterized by
neutralization steps before and after the reaction.

Soluble lipase NS81006 and NS81020, produced by
submerged fermentation of genetically modified Aspergillus
oryzae/Aspergillus niger, have been also proposed as
catalysts for FAME production using acid oil (a residual
oil from vegetable oil refining) (Table 4) (Chen et al. 2008).
The results indicate that enzyme concentration, lempera-
ture, methanol to oil molar ratio, and stirring rate were the
most significant factors affecting FAME production yield.
These factors are similar to the operational conditions
investigated when edible oils are used as raw material in
biodiesel production with biocatalysts.

Operational conditions in biodiesel production
using biocatalysts

Operational conditions investigated for FAME production
are similar when edible. non-edible, and waste oils are used
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(Tables 3 and 4). This could enable the production of
FAME from mixed raw material, which has been demon-
strated in a recent study (Azodcar et al. 2010). The main
variables involved are: temperature, alcohol type, lipase
regeneration efficiency, oil moisture, and FFA concentra-
tion in raw oils.

Reaction temperature The solubility of alcohols in oil
increases with temperature, promoting a faster transester-
ification reaction. Nevertheless, the optimum lipase activity
is also temperature dependent, and a temperature that is too
high will lead to enzyme denaturing (Nie et al. 2006).
Using surface response methodology, Shieh et al. (2003)
found the optimum temperature in the transesterification
reaction using Lipozyme IM-77 at 36.5°C. With Candida sp.
99-125 immobilized on a textile membrmane, the highest
FAME production yield from salad oil was observed at 40°C
(Nie et al. 2006). Using edible and waste oils, recent studies
have determined the operational stability of Novozym 435 at
50°C (Azbcar et al. 2010; Royon et al. 2007).

The thermostability of immobilized lipases may be
attributed to the interaction between lipase and sol-gel
support. The sol-gel support is a chemically inert and
hydrophobic polymer, prepared by polycondensation of
hydrolyzed tetramethoxysilane and ise-butyltrimethoxysi-
lane. Lipase stability is therefore promoted by enzyme
interactions with the polymer surface. Interactions such as
hydrogen bonding and ionic forces are believed to be
responsible for the enhanced thermostability of the immo-
bilized lipases. Therefore, enzymatic catalysts used at high
temperatures could increase transesterification yield and
require shorter reaction times.

Alcohol tvpe and solvent use Short-chain alcohols such as
methanol could lead to enzyme inactivation (Ban et al.
2001; Du et al. 2004; Kaieda et al. 2001). The reason for
this problem is the low solubility of alcohols in oil.
Alcohols with carbon chain lengths higher than three
completely dissolve in oil in a stoichiometric ratio, ie..
3 mol of aleohol are dissolved in 1 mol of oil. However, the
solubility of the methanol/oil system is only 1.5:1 and
2:1 mol/mol for the ethanol/oil mixture (Shimada et al.
2002).

An excess amount of aleohol is usually utilized to carry
out the transesterification process. This excess can inacti-
vate lipases through contact of the enzyme with insoluble
methanol or ethanol, existing as drops in the oil phase
(Shimada et al. 2002). In addition, enzymes are generally
unstable and can be denatured by short-chain alcohols (Ban
et al. 2002). Several alternatives have been proposed to
solve this inhibition problem: the stepwise addition of
alcohol, the use of organic solvents, and the use of long-
chain and secondary alcohols.

@ Springer

Methanolysis has been carried out through three succes-
sive additions of 1 mol of methanol (1/3 M equivalent per
addition), until reaching the stoichiometric amount. This
alternative is called three-step protocol or stepwise addition
(Azocar et al, 2010; Du et al. 2004; Nie et al, 2006;
Shimada et al. 2002; Zeng et al. 2006). Shimada et al.
2002) applied three consecutive additions of 1/3 M
equivalent of methanol during 48 h of reaction time, using
4 wt.% of Novozym 435. The FAME production yield was
97.3%. However, as methanol solubility in FAME is higher
than in TG, a new study was carried out using a two-step
reaction (Azocar et al. 2010). The first step was started with
a 1/3 M equivalent, and the second step was at 8 h of
reaction time with 2/3 M equivalent, reaching a FAME
production yield of 100% in 12 h of reaction time when
WFO was used as raw material (Azocar et al. 2010).

Solvents in enzymatic alcoholysis such as petroleum
ether, n-hexane, and n-heptane have enabled a high FAME
production yield (of about 90%) (Nie et al. 2006).
However, methanol and glycerol solubility are low in these
relatively hydrophobic solvents, and therefore, there may be
negative effects on lipase activity and stability (Royon et al.
2007). Tert-butanol has also been used as a reaction
medium in FAME production with different raw materials
because both methanol and oil are soluble in this solvent
(Halim and Kamaruddin 2008; Li et al. 2006, Li et al.
2008b; Royon et al. 2007; Wang et al. 2006a) (Tables 3 and
4). Li et al. (2006) reached a biodiesel production yield of
95% in 12 h of reaction using a tert-butanol/vil volume
ratio of 1:1. Royon et al. (2007) obtained a 97% conversion
in 24 h with 35% fert-butanol. The use of fers-butanol as a
solvent presents several advantages, as it is non-toxic and a
lower enzyme dosage is needed. However, disadvantages
such as solvent recovery, additional energy cost, and
possible explosion risks need to be considered (Shimada
et al. 2002).

Different acyl acceptors such as long-chain and second-
ary alcohols have been also studied (Fjerbaek et al. 2009).
Du et al. (2004 ) obtained a conversion yield of 92% in 14 h
reaction time with methyl acetate (CH;COOCH3) as a new
acyl acceptor, producing triacetylglycerol (a chemical
compound with a higher commercial value than glycerol)
as a by-product. In spite of these acyl acceptor options,
which can avoid lipase inhibition, because acyl acceptors
must be economical and available in large quantities, only
methanol and ethanol are realistic options for industrial
production of biodiesel (Fjerbaek et al. 2009).

Lipase activity loss and regeneration Lipase activity loss
can be caused by short-chain alcohols and glycerol (Du et
al. 2008). In a study on continuous methanolysis using
immobilized lipase from Candida antarctica, Shimada et al.
(2002) suggested that non-reactive methanol migrates from
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the reaction mixture to the glycerol layer, covering the
immobilized lipase particles and resulting in lipase inacti-
vation because of the high concentration of methanol in the
glycerol layer.

To solve this problem, the use of methyl acetate has been
proposed, as it does not produce glycerol in the reaction
(Du et al. 2004). Moreover, a lipase wash with an organic
solvent such with acetone after reaction has been proposed
for glycerol removal (Xu et al. 2006a). Chen and Wu
(2003) investigated Novozym 435 activity loss and regen-
eration. In that study, the authors proposed that the
immobilization material (acrylic resin) could adsorb polar
components such as methanol or ethanol, provoking
enzyme inactivation. In addition, they established that
immobilized lipase activity could be enhanced by 356%
and 75% of its original activity, using alcohols such as 2-
butanol or fert-butanol in an immersion pretreatment of the
enzyme (Chen and Wu 2003).

Lipase activity loss in whole-cell catalysts has been also
studied. Activity loss could be caused by glycerol and
FAME accumulation inside the cell (Li et al. 2007a). In
addition, methanol can produce an irreversible inactivation
of lipase due to enzyme denaturalization. Therefore, several
approaches have been proposed to maintain R. oryzae cell
activity. Stepwise addition of methanol has been recom-
mended to minimize the negative effects on the activity of
R. oryzae whole cell (Ban et al. 2001). Methanolysis with
R. oryzae whole cell in a fert-butanol system also exhibited
acceptable stability. In fact, after ten reaction batches,
FAME production yield was maintained at about 90% of
the initial conversion yield (Li et al. 2007a). Glutaraldehyde
(GA) treatment is another alternative for avoiding R. oryzae
activity loss in transesterification reaction. Transesterifica-
tion yield using cells treated with 0.1% GA solution ranged
from 70% to 83% of ME production after six batch cycles
(Ban et al. 2002).

A fert-butanol system has been proposed also to maintain
the effective transesterification in successive cycles when
reusing the biocatalyst (Halim and Kamaruddin 2008; Li et
al. 2006; Li et al. 2008b; Royon et al. 2007, Wang et al.
2006a). Wang et al. (2006a) used soybean oil deodorizer
distillate as a raw material and carmed out the transester-
ificaction reaction in a fert-butanol medium, detecting no
obvious loss in FAME yield even after 120 cycles of lipase
reuse (Table 4).

Water and FFA effect FFA from altemative raw materials
can be esterified by lipases producing FAME. However, the
esterification of 1 mol of FFA generates 1 mol of water as a
by-product. High water content (about 10%) will favor
hydrolysis, whereas low water concentration will favor
esterification (Nie et al. 2006). This means that hydrolysis
could be promoted in reactions with waste oils, trans-

forming oil to FFA. Later, after hydrolysis, FFA can be
transformed into FAME by esterification.

Enzyme activity in a non-aqueous medium could be
positively affected by water presence. To study the effect of
the amount of water present in the reaction mixture on
methanolysis, a study was carried out varying the water
content from 0% to 40% (by weight of oil) (Nie et al.
2006). FAME production increased until the water content
reached 10-15%, and decreased thereafier. In another study,
the transesterification of acidified rapeseed oil with whole-
cell R. oryzae immobilized in ter-butanol system was
mvestigated (Li et al. 2007b). It was found that increased
FFA content in oil increased both the reaction rate and
FAME yield. Moreover, 3% water content presented the
highest ME yield in whole-cell mediated methanolysis of
rapeseed oil for biodiesel production.

It has been established that most lipases need an optimal
amount of water to maintain their activity in organic media.
However, a recent study established that Novozym 435
itself appears to contain sufficient water to preserve its
catalytic activity without requiring the presence of an oil/
water interface (Halim and Kamaruddin 2008). In that
study, FAME yield from WCO was lower than the yield
from refined palm oil. It was observed that WCO has
slightly higher water content compared with the used edible
oil, promoting the hydrolysis of the substrate and thus
decreasing the transesterification yield. Therefore, because
optimal water activity for the enzymatic transesterification
reaction system includes substrates, enzymes, solvent, and
carrier material, the water content must be evaluated for
each lipase in regard to optimal yield and stability (Fjerbaek
et al. 2009).

Future trends in biodiesel production

In order to improve the economical feasibility of FAME
production, new feedstocks have been investigated to avoid
the use of edible oils. These altenative feedstocks are
mostly characterized by high FFA content; therefore,
biotechnological processes are a feasible option for pro-
ducing FAME from these kinds of oils. The new feedstocks
can be grouped into three categories: non-edible oils, waste
lipids, and oleaginous microorganisms known as single cell
oils. The use of WFO alone could supply the worldwide
demand for oil for FAME production in the current year.
Oils from jatropha, pongamia, and rubber seed are the most
feasible non-edible oil alternatives proposed. In addition,
although microalgae have been largely defunded as an oil
source for FAME production, yeast, fungi, and bacteria are
promising alternatives. Yeasts fungi and bacteria can be
grown in conventional bioreactors, which improve biomass
yield and reduce biomass and microbial oil production costs

@ Springer
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In addition, microdiesel is a promising process that should
be further investigated for a possible scale-up.

To date, the feasible altemmatives proposed for producing
FAME by means of biotechnological processes use edible
oils and waste lipids, reaching high production yields close
to those established by the current legislation, under similar
operation conditions. Due to the higher availability of these
non-edible oils, and because FAME can be produced from
them using biotechnological processes, they clearly repre-
sent an economically feasible altemative to edible oils.
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The application of waste frying oil (WFO) mixed with rapeseed oil as a feedstock for the effective production: of fatty acid
methyl esters (FAME) in a lipase-catalyzed process was investigated. The response surface methodology (RSM) was used to
optimize the interaction of four variables: the percentage of WFO in the mixed feedstock, the methanol-to-oil ratio, the
dosage of Novozym 435 as a catalyst and the temperature. Furthenmore, the addition of methanol to the reaction mixture ina
second step after 8 h was shown to effectively diminish enzyme inhibition. Using this technique, the model predicted the
optimal conditions that would reach 100% FAME, including a methanol-to- ofl molar ratio of 38:1. 100% (wt) WD, 15% (wt)
Novozym 435 and incubation at 44.5 “C for 12 h with agitation at 200 rpm, and verification experiments confirmed the validity
of the model. According to the model, the addition of WFO increased FAME production yield, which is largely due to its higher
contents of mo noacylglycerols, diacylglycernls and free fatty acids (in comparison to rapeseed oil §, which are more available
substrates for the enzymatic catalysis. Therefore, the replacement of rapeseed oil with WFO in Nowozym 435-catalyzed
processes could diminish biodiesel production costs since it is a less expensive feedstock that increases the production yield
and could be a potential alternative for FAME production on an mdustrial scale.

© 2009, The Sodety for Biotechmology, Japan All rights reserved,

|Hey words: Biodiesel; fatty acid methyl esters; lipase-catalyzed processes; waste frying oil, Novozym 435 rapeseed oil; response surface

methodology]

Biodiesel or long chain fatty acid methyl esters (FAME) is a biofuel
conventionally produced from edible vegetable oils through a transes-
terification reaction that wses methanol as an acyl acceptor and a
homogeneous alkaline catalyst (1). Since 70-80% of the total FAME
production cost corresponds to the vegetable oil, waste frving oils
(WFO) have been proposed as a low cost altemative feedstock (2, 3).
Although the WFD supply would not be suffident to meet the FAME
demand, FAME production from WFO-ed ible il mixtures seemstobe a
wiable option (4),

WFO are generated from vegetable oils used at high temperatu res
in food frying. This process causes hydrolysis, polymerization and
oxidation reactions, changing the physicochemical characteristics of
the 0il (5). In addition, WFD is known for its high acid value due to the
higher level of free fatty acids (FFA). Acid values higher than 1 mg
KOH/g oil are typical of WFO and may cause undesirable saponifica-
tion reactions when an alkaline catalyst s used in the transestenfica-
gion reaction (1). The production of soap consumes the catalyst,
diminishes FAME production yield and prewvents the effective
separation of the produced FAME from the glycerin phase (1).

* Corresponding author, Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de La
Frontera, Casilla 54-0, Temuco, Chile. Tel: +56 45 325477, fax: 5645 325050,
E-mai oddrecoes; Lazoaripufmo.d (L, Azbar), goodad@ufrocl (G, Gudad ),
hermaniheipieper®ulfzde ( HL Helpieper), rnavia®ufro.cl (R Mawia).

Lipase-catalyzed processes avoid soap generation when WFO is
used as a feed stock since FFA are directly esterified to produce FAME
(6). Therefore, in lipase-catalyzed processes, ghycerol can easily be
recovered without additional steps for the removal of saponified
products, neutralization and concentration of the FAME, which are
typically required for the alkaline-catalyzed processes (6).

Several groups have investigated the use of lipases to produce
FAME fromedible oils (6-12). To avoid lipase inhibition by short chain
alcohols, the stepwise addition of methanol has already been
proposed (11). In order to improve lipase-catalyzed processes,
different operational conditions, such as temperature, lipase dosage,
stirring and methanol/oil molar ratio, with different lipases and
edible oils have been investigated [ 6-10).

So far, only a few investigations on FAME production from WFO
using lipases have been conducted, Using Rhizopus oryzae as the
biocatalyst, FFA from a synthetic WFO were esterified to produce
FAME with an improved reaction yield (13). In addition, using Ther-
momyces lanuginosus lipases immobilized on a microporous polymer,
97% FAME content from edible sunflower oil was reached, while only
902% FAME content was obtained from WFO { 14), Watanabe et al
{15) tested the immobilized lipase Novozym 435 and obtained a 5.5%
reduction in FAME conversion vield when using WFO compared o
edible il as the feedstock. They concluded that the oxidized fatty add
compounds in WFD may be res ponsible for this decrease.

1389-1723/8 - see front matter © 2009, The Society for Biotechnology, Japan. All rights reserved.

doi: 10.1016/ j.jbiosc. 2008.12.001
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As the effects of using WFQ in lipase-catalyzed processes are not
clear and feedstock mixtures seem to be an interesting option, the use of
WFO-edible oil mixtures as a feedstock for FAME produciion using an
immobilized lipase (Novozym 435) has been investigated in this work,

The aim of this study was to elucidate the effect of WFO
incorporation in feedstock mixed with rapeseed oif on FAME
production yield using Novozym 435 as the catalyst by means of the
response surface methodology (RSM). In addition, specific WFO and
rapeseed oil characteristics were investigated to identify the proper-
ties that were responsible for these results, Finally, a preliminary
study to establish the optimal time for methanol addition during the
reaction was proposed,

MATERIALS AND METHODS

Materials Bath filtered WFD collected from iestaurants and cude rapeseed oil
from a local factory from Southern Chile were used as the feedstocke Condide onircrion
lipase immabilizedon agy e resin [Novozym 4350 from Sgma-Aldich was used as the
catalyst. Methyl heptadecanoate, 1.23-butanetriol and 1.2.3-tricaprinoy lglvcerol were
used as internal standards and were chromatographically pure. All other chemicals
weere of analytical grade.

Respomse surface methodology  Response surface methodology | RSM) was
used to analyze and optimize the interaction effeces of four variables on FAME
jproduction yield (Table 1); the WEFD content in the feedstook mixtune (% wt), the fnal
mmethanol-to-oll ratio {mol/mol |, the temperatuie ("0 and the Novoeym 435 disage (%
i baged ool weight | A éentral eompasite matis with 5 keveld was used snd 30 Funs
were carried out ina random order [ Table 2}, Each run was performed in triphicate,

All feactions webe incubated t Nas ks containtig 1 mLofotl at 200 rpme The vo luime of
the flasks was selected o maintain perfec agtation of the samples when using both the
Fighest dosage of citalyst and the lowest mahanol-to-oll molar ratio, Under these
conditions, different combinations of feedstock mix ture, dosage of catalyse, methanal-to-
ol molar ratio and temperature w ere used according to Table 2. Methano] was added in
two steps toavoid lipase inhibition using an adaptation of the methodology of Shimada et
al (11 1 In the first step, one-third of the tota molar ratio was added according toTable 1,
while in the second step, the remaining two-thinds of the wial molar ratio was addad
acording to Table 1 o generate the Anal methanol-to-oll molar ratio.

To establish the reaction and second methano| addition Bimes, 3 preliminary study
was performeed. This excperirnent was carned out for 48 h using the BSM central point,
wiith 50% (wt) WFO in a mixed feedstock, a methanol/oil molar ratto of 3:1 and 9% (wt)
Movozym 435 at 45 °C and stirring 200 rpn.

Samples wene immediately stored at 4 °C to stop the reaction. The upper layer was
analyzed by gas chromatography coupled with mass spectometry (GC-MS) for FAME
quant fication.

Statistical analysis  The experimental data obtained | Table 2) were fitted toa
second-order poly nomial equation, This equation describes the relationship between
the predicted response variable (FAME production yield) and the independent
wariables (Table 1), The polynonial model for FAME yield may be written a< follows
(Ba. (1))

/] 4 /]
BAME oy = fio + D A+ 13- 833 + 3 3~ #yXX m
=1 i=1 ie)=1

Where £ (0=intercept, i=linear, i =quadratic and §=interaction) and Xs, X;
(=L 4 j=1, 4 i j represent the mded independent variables) are the madel
coefficients. With the fitted quadradc polynomia equation, contour plos were
developed o analyze the interaction between terms and their effects on FAME
production yield

Feedstodk dharaderization  To identfy and quantify the fatty adds in the
feedstock, GC-MS was utilized (see Analytcal procedures section ). Before injection into
the GC-MS equiprment, the WED and rapesesd ol wers methylated sccording to Aradjo
(5. Specific gravity was measured at 20 °C using 3 manual densimeter. Knematic
viscosity was measured at 40 *C using a capillary viscosimeter. The acid value was
determined by titration with KOH wsing phenolphthalein as an ind icator. The perocide
walue was determuned by titration with NazS:0;, and the iodine value was determimned
by the Wijs method (5},

TABLE 1. Wariable and levels used in the surface response mcthodology,

Independent variables Symbole Lovele

-2 -1 0 1 2
WED in feedstock (wiE) X, o 25 50 75 100
Methanal-to-oil ratio { mol/ mol) ¥ 150 235 300 375 450
Temperature (C) o 15 40 45 50 55
PMovorym 435 [wik) Xy 3 (5 g 12 15

J- Biosa. Bioemc,,

TABLE L Central composite design arrangement and responses.

Run Variable levels FAME production yie kd
(%)
X Xa X3 Xy Fredicied  Experimertal
W Methanol  Temperature  Novozym 435
1 25 235 40 G 238 ..}
2 75 2325 0 & 308 8
E | 25 215 40 5 283 285
4 5 225 ) i2 500 83
5 75 375 1) 15} 262 251
G 75 235 Lol 12 658 687
T 50 3.00 35 9 48B3 a2l
B 1] 300 45 9 26 Lrefn
k] 50 300 45 9 858 £42
10 5 375 L) 12 .7 Q07
11 75 375 el 12 983 @60
12 50 300 45 9 858 w3
13 50 158 45 g 02 400
14 50 300 45 L] B5E £73
15 50 300 45 e 135 143
16 75 E I i3 50 L5} 30 364
17 25 225 50 15} 54 545
18 75 225 50 15} 514 544
19 25 395 50 G 501 541
20 bl 300 45 9 858 a2
21 5 1040 45 9 B5e 281
n 100 304 45 9 662 616
k] 50 ER i) 45 9 B58 8BS
24 75 375 50 12 894.7 8976
25 25 375 50 12 981 064
26 50 300 a5 15 9655 978
7 50 450 45 9 674 BB
28 75 225 50 12 na 658
e 25 235 50 12 G653 6a.1
30 50 R 1] 55 9 B2 739

The following parameters were measured according to ASTM Standard Methods
[ 16): water and sediments (ASTM Standard D 197687 ), pour point (ASTM Standard D
97-04, sulfur (ASTM Standard D 7039-04) and flash point (ASTM Standard D 56-02a),

The fatty acid contents of both the reaction input (in the feedstock) and out put
(after the FAME production reaction) were quantified to elucidate the possible effecs
of faty acids on Novozym 435 activity, This experiment was carried out in troplicate
using rapeseed oil as the feedstock, a methanoly oil molar ratio of 3: 1 and 9% [(wt)
Movozym 435 at 45 “Cand 200 rpm for G 8, 12, 24 and 48 h. Both the input and out put
fatty acd contents were analyzed and the data were subjected to Student's -test to
establish significant differences.

To establish the degree of ol conversion., monoacylglycerols (MG), diacy lglycerals
(DG}, triacylg by cerides (TG ) and FRA in che oll feed stock were quantified by GC-MS ( see
Analytical procedures sedion ),

Analytical procedures  ldentification. and quantification of fatty adds o the
feedstock and FAME quantification were carried out using a Clarus 600 chromatograph
coupled to a Clarus 5007 mass spectrometer from Perkin Elmer (GC-MS )k An Elite-5ms
capillary column with a length of 30 m, thickness of 0.1 wm and internal diameter of
025 mum was used, Thee vials were prepared by adding 3 pgofsample to 100 @ methyl
heptadecanoate as an internal standard (inital concentration of 1300 mg/L). The
follow ing temperature program was useds 50 °C for 1 min and then mncreasing
tempetahire at a fate of 1.1 "C/min up o 187 *C Both the inedor and detector
temperatures were 250 °C and He was used as the carrier gas.

MG, DG and FFA in the feedstock were quantified using an HP G290 senes gas
chromatography system | GC-MS) with an adaptation of the EN-14214 (17 methodology.
Towas deteirmined by massbalance A 50-m long BPX-5 columnwith athickness of 05 pm
and an internal diameber of D32 mim was used. The vials were prepared by combining
10 mg of sarmple with 0.8 pl of 1.23-butanetriol and 10 W of 12 3-trcaprinowlglyoerol
dissohed in pyridine as internal standards, 2,.22-rifluoro-N-metylN-trimethylsily -
acetamide [ MSTEA) was added to the vials, wehich were then shaken and incubated for
15 muin Lo ransform the sample inbomore volatile siliade components, Subsequently, the
prepaation was dissolved in 0.8 mlL of n-heptane. The following temiperahine program
was iseds 15 °Clor 1mm and thies conseaitive ramps of 15 °C/ min o 180°C 7 *0Uminte
230 °C and 10 "C/min 1o 320 °C and 320 °C for 15 min, The detector termperatine was
380 °C and a split rate 10 was used for injecion of 1 pl of sample.

RESULTS AND DISCUSSION

Methano!l addition Methanol solubility is less than 1.5:1
methanol /oil (mol/mol), but a molar ratio of 3:1 methanol/oil is
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necessary to complete the ransesterification reaction for FAME
production (11), However, very high initial concentrations of
methanol could fead tw the inhibidon of the lipase used in this
study due to its low solubility in oil (8. 11). Therefore, the experiment
was designed so that the methanol was added in two steps (Fig. 1),
The experime nt was started with an initial conce niration of one-th ird
of the necessary moies of methanol. When about one-third of the oil
was converted to FAME after 8 h, the remaining two-thirds of the
methanol were added (Fig. 1). The addition of the higher concentra-
tion of methanol in the second step was determined based on
Shimada etal. {11), who established that methanol is more soluble in
FAME than in TG,

This two-step technigue of methanol addition was shown ©
diminish the reaction time by obviously preventing enzyme inhibi-
tion. Liet al. (18) showed that in spite of the high yield reached using
stepwise methanol addition, both the reaction time and rate of FAME
conversion were slower. In experiments using a three-step methanol
addirion and 4% (wt) Novozym 435 as the catalyst, high FAME
production yields were reached but only after 50 hof reaction (8,15),
Simil arly, in a nother recent study, an incubation time of 50 h was a lso
wsed (10). Usually, the second methanol addition starts after one-
third {33.3%) of the FAME content has been generated and the initially
added methanol has been completely consumed (8, 11}, This
methodology produces a stationary phase of FAME production yield,
diminishing the reaction productivity.

As Novozym 435 was shown to be a robust and stable catalyst
compared to other lipa ses in the presence of short chain alcohols (19),
all of the experiments in this sudy were performed using this
commercially available immobilized enzyme, When approximately
286% of the FAME content was reached after 8 h of reaction, the
second aliguot of methanol was added. This stepwise addition of
methanol increased the reaction productivity by avoiding the
stationary production phase and led to a plateau in FAME production
at 12 h. Similar reductions in the reaction time by shorfening the
stationary phase of FAME production have already been reported
{18), Therefore, in the RSM experiments, the first amountof methanol
{one-third of the molar ratio shown in Table 1) was added at the start
of the reaction, while the second aliquot of methanol (two-thirds of
the molar ratio shown in Table 1) was added after 8 h, and the total
reaction tme was 12 h,

Optimization of methanolysis conditions Four variables
previously shown to have significant effects on FAME production
yield were investigated. The methanol-to-il ratio, temperature and
Novozym 435 dosage were established based on previows studies in
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HAG. 1. FAME content in the product during the course of the reaction. Dperational
conditions: 50% (wt) WED in the mixed feedstock, methanol-to-oil ratio of 3:1 (mal/
il ), 9% (wit) Mevozym 435 and 45 °C at 200 rmpm. The avow ind icates the methanal
addition.
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TABLE A Analysis of variance (ANOVA) for the quadratic polynomial model.

Source Sume of squares  df Mean square Fvalue  p-value
Model B3749.8 14 455356 11586 0.000*
Residual ervor 31440 a0 3930 = =
Lack of fit 5B5.0 10 5850 1.60 0125
Pure ernor 255840 70 3656 - -
Total GEEOZE o4 - -

R =08953

Adjusted 2 =0945

the literature (6, 8, 9). According to previous experiments (data not
shown), the effect of the WFD content in the feedstock mixture was
also tested in the lipase-catalyzed process. The experimental central
composite design matrix is presented in Tables 1 and 2.

Table 2 shows the minimum FAME production vield of 14%
obtained for run 13, when the lowest percentage of catalyst was
used {3% wi Novozym 435). It was recently reporied that high FAME
production yields may be reached using low enzyme concentrations,
butthese concentrations require long reaction times (about 50 h) (10).
In the present investigation, the maximum FAME production yields
reached the EN-14214 normative (17) {=96.5%) for runs 11 and 25.

To understand and optimize the relationship between the tested
variables, the obtained experimental data (Table 2) were analyzed by
second-order polynomial equations by means of the RSM. The analysis of
variance ( ANOVA) of the quadratic polynomial model showed low p-
values and both high determination coeffidents (R*) and high
adjustment of the determination coefficients (adjusted ) (Table 3).
The low p-value obtained indicates that the model accurately repre-
sented the relationship between response and the variables. The R value
obtained indicates that the variation in FAME production yield correlated
with 95.3% of the independent variables and the obtained adjusted R*
value indicates a 94.5% correlation between the independent variables.
The lack of Bt refers to the fact that asimple linear regression model may
not adequately fit the experimental data, Table 4 shows that the obtained
p-value was 0.125 (0.1 ), whichdoes not indicate a significant lack of fit
and, therefore, gave no reason to evaluate a more complex model.

The p-values obtained from the regression analysis results showed
that all of the coefficients of the linear, interaction and quadratic
terms had a significant effect on FAME production yield { Table 4). All
of the linear and quadratic terms, as well as the inferaction terms
Ky Xs, XXy and X3y, were significant at the 1% level The interaction
terms X, Xz, X X, and X;X; were significant at the 5% level, Therefore,
the final response model equation in terms of the variable factors can
be written as follows (Eq. (2)):

FAMEg = — 896.52 + 1.90.%; + 91.40- X, + 28.06- X4
+ 2000 X, — 001X} — 1446. X3 — 0.24.%2
— 0.85:X5—0.12-X; X2 —0.02. %, X3 —0.03.X; - ¥y
— 059 Xy -Xg + 413X X — 0.26- X - %4
(2)

The main factors that affect the FAME production yield were the
linear terms Xy, Xa, X3 and Xy, the quadratic term X3 and the
interaction term XzXg The linear terms with positive coeffidents
indicate an increase in FAME production yield (Table 4), As X, is a
positive term, it is possible w establish that WFQ incorporation could
increase FAME production yield.

Tovalidate the model, an experimental point was compared to the
model prediction (Eq. (2)), and an e rror of less than 8% was obtained.
In addition, the optimal methanolysis conditions were obtained
through the regression model { Eg. (2)) according to the limit critefion
of the maximum response of FAME production yield. The obtained
optimal conditions were 100% (wt) WFO, a methanol-to-oil ratio of
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TABLE 4. Results of regressionanalysis of a full second-order polynomial model for
optimization of reaction conditions.

J. Biosa. Bioenc,

A FAME production yield [% ]

Term Estimated coefficients p-walue
Intercept — BOE.521 =0001*
X 1.899 =000
X mn3e =0.001#*
Xy 2B056 >0.001 *
My 19993 =0.001*
b5 — 0008 >0.001#%
XaXa = 14433 >0.001%
XXz = [.240 >0.001#*
KeKs — [LB54 =0001*
%) - 0122 o7
Nty - 0,020 0.008*
Xida 0029 0022+
KMy ~ 0.586 0020+
v, 4125 >0.001#*
Haky - 0,256 =0.001%

Temperature [*C]
=

X3

15 20 23 30 35 40 45

* Shgnificant at 1% lewel.
B Sienificant at 5% level,

3.8:1 (mol/mol), 15% (wt) Nowvozym 435 and 445 °C, which
generated 100% FAME production vield. These predicted conditions
show that WEO incorporation increases FAME production yield.

Moreover, using this model, it was also possible to predict several
optimal conditions to reach the highest FAME production yields while
simultanecusly reducing production costs and enzyme use. For
instance, 95% FAME production yield could be reached using 75%
(wt) WFO in the mixed feedstock, with a methanol-to-oil ratio of
375:1 (mol/meol), 12% (wit) Movozym 435 and 40 "C.

Toillustrate that several optimal combinations are able to produce
the highest FAME producion yields, contour plots were generated.
Figs. 2 and 3 show the effect of variable interaction on FAME
production yield in contour plots predicted by the model The contour
plots were generated to show the effect of two variables on the
response, while the other two independent varnables were held
constant.

Fig. 2 shows the interaction relationship between two indepen-
dent variables (WFO in the mixed feedstock and Novozym 435
dosage) and their effects on the response variable FAME production
yield, while the other two wanables were held at zera. At these
conditions, an increase in Novozym 435 dosage led to an
enhancement in FAME production yield. This change is additionally
increased when WFO is incorporated at up to 80% in the mixed
feedstock. WFO seems to be a more available substrate compared to
rapeseed oil for Novozym 435 catalysis under the conditions

FAME production vield [ %]

-
95

=
=

=
]

10,04

=
n

S04

Ké: Novozym 435 [wt %]

[} 20 40 L] B pLit]
X1: WFO in mixed feedstock [ %]

FIG. 2. Contour plot of FAME production yield predicted from the model at 45 °C and a
methanol-to-oil ratio of 2:1 (mol/mal ).

X32: Methanol to il ratio fmolimol]
B FAME production yield [ %]
=
z
g
b4
E
7

s 40 45 S0 55
X3z Temperature [C]

C FAME production vield [% |

i T

50 93

&
E
%
A
3

IS5 20 25 b 35 40 43
X2: Methanol to oil ratio [molimol]

HG. 3. Contour plots of FAME production yield predicted from the model for 50% (wt)
WEFO at (A} 9% (wi) Novorym 435, (B) a methanol-to-oi mtioof3:1 (mol/mol}and (€}
a4

investigated. FAME production yield was more sensitive fo
Movozym 435 dosage, since high doses were necessary to obtain
high FAME production yields. In this sense, in order to decrease the
production costs for future economically sound industrial applica-
tions, further experiments should be conducted to investigate the
effect of WFD incorporation using another inexpensive biologic
catalyst instead of Novozym 435. In additon, because Novozym 435
has shown high residual activity in successive applications (19),
further expenments with a subsequent recovery protocol and reuse
of the immobilized catalyst should be conducted under the optimal
conditions established in this work.
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TABLE 5 Properties and cmposidon of oil feedstodes.

Feedstock

WFO Rapeseed ofl
Physicochermical properoes
Spedfic gravity (kg/m at 20 °C) 925 az7
Kinematic wiscosity at 40 °C [ost) 37 34
Meid value [mg KOH/ ) 45 151
lodine value (g 12/ 100 goil) m 105
Peroxide value (mEg/ ke ) 152 4.1
Waier and sedimients { Zviv) i3 = i
S (mgiL) 20 70
Pour point (°C) —6.7 —Nn3
Hash point (*C) =100 =100
Fatly ecid comiposition [wiE )
Falmitic (C16:0) 122 42
Steatie (C18:0) 41 13
Oleic (C18:1) 285 666
Linoleic (C18:2) 495 18.7
Linolende (C18:3) 315 77
Asachidic {C200) 02 04
Elmosenic (C20:1) 01 10
Eiosapentaenoic (30:5) 02 oa
Eruac (C22:1) 0.0 01
Others 1.7 0.0
Acylghecerols and FRA composition (wi2)
Monoacylglycerol 01 0o
Dracylglycerol 33 05
Triacy kelycerol 915 98.7
Free fatty acd EA| 0.8

Samples were filtered before to the analysis.

Recently, Issariyakul et al, (4) investigated the use of mixed WFO
and rapeseed oil using an alkaline catalyst. However, lower ester
production yields were observed when WFO was incorporated in the
reaction mixtures. These results agreed with Fukuda et al. (6), who
established theat the FFAin WFO can be comp letel y converted to FAME
using lipases as catalysts, whereas soap is produced when an alkaline
catalyst is used, which diminishes the production yield. Although the
cost of lipases is significantly higher than that of alkaline catalysts,
their use may partially solwe the main drawbacks of the conventional
biodiesel production process: the use of pure vegetable cils (which
account for around 80% of the cost of the total process) and the
competition with food products (3). We have shown that the
incorporation of WFO in the feedstock to partially replace rapeseed
oil in processes catalyzed by Novozym 435 may diminish the
production costs while simultaneously increasing the production
yield, which makes it a potential alternative method for FAME
production on an industrial scale,

FAME production yield was more sensitive to both the me thanol-
to-oil ratio and Novozym 435 dosage compared to temperature | Figs.
3A and B). FAME production yield was enhanced when the
temperature inaeased to 45-50 °C; however, the opposite te ndency
was observed for temperatures higher than 50 °C. These results agree
with the results obtained by Kose et al. {9), who established that at
about 50 °C, FAME production yield decreases as a result of enzyme
deactivation at high temperatures,

An enhancement in FAME production yield was observed when
both the methanol-to-oil ratio and Nowozym 435 dosage increased
(Fig. 3C). When using a high immobilized biocatalyst load, large
amounts of alcohol were needed to provide sufficient liguid
maintain a uniform suspension of the biocatalyst (19). In addition, as
Novozym 435 is a robust biocatalyst in the presence of short chain
alcohols, the excess alcohol kept the glycerol in solution, which
prevented deactivation of Novazym 435 by glycerol blockage of the
entrance to catalyst pores {19). Therefore, the levels of Novozym 435
used and the stepwise methanol addition seem to avoid the possibie
diffusion limitations, which resulted in high production yields.

BIODIESEL PRODUCTION IN A LIPASE-CATALYZED PROCESS 613

Properties of feedstock that affea methanolysis
optimization  The feedstock characterstics were investigated to
determine the properties responsible for the results obtained in the
RSM. particularly the increase in the FAME yield when WFO was
incorporated in the process (Table 5).

Differences were found in most of the physical properties of the oil
feedstock measured (Table 5). The food frying process produced an
increase in both add and peroxide values from WFO due to the
hydrolysis and oxidation reactions, respective v (5). The high peroxide
value of the WFO could positively affect the FAME characteristics by
increasing the oxygen content, ‘which enhances its burning effidency
(20). However, a higher oxygen content in oils may also promote a
higher nitrogen oxide concentrations during the buming process ( 20),

The analyzed WFO was originally an edible soybean oil and
sunflower oil mixture, which is characterized by a typical iodine
value of about 130 g 15/100 g oil, As the iodine value is diminished
by polymerization reactions during the frying process, a similar
indine value compared to rapeseed oil was found for WFO (Table 5).
A lower iodine value increases the pour point and may also improve
the oxidative stability of the oil (2). However, a high pour point can
negatively affect FAME performance in an engine, when used at low
temperatures, The kinematic viscosity of WFOQ was also measured
and was slightly higher compared to rapeseed oil, piobably as a
result of polymerization reactions, As WFO i refined oil, the sulfur
content was lower in WFO compared to rapeseed oil, which is an
unrefined oil. In addition, a higher FFA content in WFO compared to
rapeseed oil was observed, which may enhance FAME production
yield using a biological catalyst such as Novozym 433, through
direct FFA esterification (13).

The FFA esterification reaction produces 1 mol of water per 1 mol
of FAME produced In this work, water and sediments were
guantified and low levels were found in both rapeseed oil and
WFO, with a slightly higher water and sediments content for WFO
(Table 5). However, as WFO has a high FFA content, incorporation of
WFO in the mixed feedstock may increase the water content
through FFA esterification reactions. Although lipases need an
optimal amount of water to maintain their activity in organic
media, a recent work established that Novozym 435 itself appears to
contain sufficient water to preserve its catalytic activity without
requiring the presence of an oil/ water interface (10). It has also
been shown that Novozym 435 needs a nearly anhydrous reaction
medium t be effecdve (Z1). According o these previous studies,
when WFO was incorporated in a mixed feedstock, the reaction yield
diminished as a result of the high water content. Therefore, an
improvement in FAME production yield when WFO is incorporated
into a feedstock shouwld not be produced due to the presence of
water in the transesterification reaction.

Differences between the farty acid compositdons of WFO and
rapeseed oil were also detected (Table 5). In order to analyze the role
of fatty adds in FAME production, the input and output farty add

o © Feedstock compasition
& 604 8 FAME camposition

< 50
ERL
£
o 20

N

o | =i G

16 (LEH 15:1 182 183
Fatty acids

AG. 4. Input and output fatty acld compositons (without significant differences using
Shudent's -pest with P=0,05 ), Opemtional @ nditions: 0% WEO in the mixed feedsiock,
a methanol-to-oil ratio of 3: 1 (mol/mol), 9% (wt) Novozym 435 and 45 “Cat 200 rpo.
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compositions were compared (Fig, 4). Substrate inhibition involving
the esterification of FFA has been extensively reported, whereas
substrate inhibiton during transesterification of vegetable cils has
been only recently investigated (7). In this study, no signifiant
differences between input and output famy add composition were
detected. Therefore, different fatty acid compositions of the feed-
stocks should not have a significant effect on FAME production yield.
These results agree with those of Al Zuhair etal (7), who established
that fatty acids in palm oil and in palm oil methyl esters remained
almost constant using lipases as catalysts,

Products from oil conversion, e, MG, DG, TG and FFA, in the used
feedstock were compared using GC-MS. MG, DG and FFA account for
about 6.5% of the WFD composition com pared to only 1.3% in the case
of rapeseed oil (Table 5). Turkan and Kalay (12) established that in
Novozym 435-catalyzed transesterification, the first step (i.e., conver-
sion of TG to DG) is the rate-determining step, since TG is converted o
FAME without significant accumulation of MG and DG. This fact
indicates that MG, DG and FFA can be more easily converred to FAME
compared to TG. Therefore, WFOQ is a more available substrate in the
process investigated, compared to rapeseed oil, and incorporation of
WEFO in feedstock increased the FAME p rod uction yield,

Conclusions  According to the RSM, the optimized predicted
combination of conditions to obtain 100% FAME production yield
was the use of 100% (wt) WFO, a methanol-to-oil ratio of 3.8:1
(mol/mol), 15% (wt) Novozym 435 and 44.5 °C ar 200 rpm.
Methanol addition in two steps was previously optimized, An
earlier second addition of methanol after 8 h of reaction time was
an effective technique to decrease the total reaction time to 12 h
while preventing enzyme inhibition. The model obtained from the
RSM predicted that several optimal conditions were able to reach
the highest FAME production yield. According to this model, the
addition of WFO increased the FAME production yield, and this
effect was mainly atiributed to the higher contents of mono-
acylglycerols, diacylglycerols and free fatty acids of WFO compared
to rapeseed oil, which are more available substrates for enzymatic
catalysis. Therefore, a partial replacement of rapeseed oil by WFO
in processes catalyzed by Nowozym 435 may diminish the cost of
biodiesel production by using a less expensive feedstock that
simultaneously increases the production vield, and this method is a

potential alte rnative for FAME production on an industrial scale. In
addition, further experiments should be conducted to investigate
the effect of WFO incorporation using other inexpensive biological
catalysts, while Novozym reuse should investigated under the

optimal conditions established in this work.
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A2. METODOLOGIA ANALITICA

La metodologia analitica utilizada incluyé la metlogia para biodiesel EN-14214, la
metodologia de Araujo, 1996, los procedimientoaretdr de empresas COPEC para analisis
de combustibles y de acuerdo a ASBiindard MethodéASTM 2008).

A2.1 Cuantificacion e identificacion de acidos grass (Adaptado de EN-14214)

Principio del método
Determinaciéon del porcentaje de ésteres metilieoaaidos grasos presentes en la muestra y
de su concentracion, mediante cromatografia englaseosa utilizando calibracion interna.

Reactivos:
» Metil ester de acido heptadecanoico pureza paraatagrafia (C17:0).

* n-hexano ar-heptano.

Materiales y equipos:

» Cromatografo de gases Clarus 600, acoplado a wettedmetro de masa Clarus 500T de
Perkin Elmer (GC/MS).

e Columna capilar Elite 5-MS (95 % difenil-5 % dinigt equivalente, de 30 m de largo, 0,1
um de espesor y diametro interno de 0,25 mm.

* Viales.

Procedimiento:

» Preparar como estandar interno metil heptadecami@atoncentracion conocida utilizando
n-heptano m-hexano como solvente (aprox. 1000-2000 mg/L).

* Preparar la muestra en un vial pesando 3 mg detrauesigregando 100 uL de estandar
interno. Aforar con hexano a 500 pL.

* Inyectarl uL de muestran el cromatégrafo de gases utilizando helio cga®carrier y el
siguiente programa de temperatura: 50 °C por 1 imjraalentado hasta 187 °C a una tasa

de 1,1 °C/min. Temperatura del inyector 250 °C.
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Céalculos:

* Calculo de la concentracion de FAME en la muestra:

Crave = [(ZA)_ AEI] * G
A

Donde:
Crame : Concentracion de FAME en la muestra (mg/L).

> A :Areatotal peaks.

Ag : Area estandar interno (metil éster dd@bieptadecanoico).

Ce : Concentracion estandar (mg/L).

» Caélculo del porcentaje de FAME en la muestra:

(ZA)"AEl . % %

FAME = L. 100%
AE| "
FAME : Porcentaje de metil ésteres en la muestfan]m
> A : Area total peaks.
Ag : Area estandar interno (metil éster de Gbigptadecanoico).
Cei : Concentracion estandar (mg/L).
My : Masa de la muestra (mg).

A2.2 Metilacion para cuantificacion en GC(Araujo, 1995).

Principio del método

(A.1)

(A.2)

La metilacion es la metodologia previa para latifieacion y cuantificacion de acidos grasos

de triglicéridos por cromatografia. Esta se readizalos etapas, en la primera los triglicéridos

liberan los acidos grasos libres a través de leorsApacion con metilato de sodio.

Posteriormente, los acidos grasos libres son Betelds por la accion de metanol acidificado

con acido clorhidrico.
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Reactivos:

» Solucion de KOH/ MeOH 0,5 M.
* Solucion de HCI/ MeOH (4:1 viv).
« Eter de petroleo.

¢ Hexano.

Procedimiento:

» Hidrolizar 50uL de aceite con 1 mL de KOH/MeOH 0,5 M a 100 °@i&utos.

* A la mezcla hidrolizada afadir 400 de HCI/MeOH (4:1 v/v) y calentar a 100 °C durante
15 minutos.

* Luego de que la mezcla esterificada esté fria,in2achL de agua y extraer con éter de
petréleo (2x 3 mL).

» Agitar la muestra y dejar reposar durante 1 mihaista la separacion en dos fases

* Retirar el sobrenadante y guardar.

» Lavar la parte sedimentada con 3 mL de éter délpety dejar reposar nuevamente

» Retirar el sobrenandante y guardar junto con @ramt(punto 5).

» Evaporar el solvente del volumen total recuperadbsglver el remanente en 75Q de
hexano (o acetona).

* Realizar inyeccion en GC/MS de acuerdo al aparfedi.
A2.3 Determinacién del contenido de acilglicéridoAdaptado de EN-14214).

Principio del método
Consiste en la transformacion de los MG y DG endesvados siliados mas volatiles, en
presencia de piridina y de N-metil-N-trimetilsiituoracetamida (MSTFA) para su posterior

cuantificacion mediante cromatografia de gaseizanido un estandar interno.

Reactivos:

» 1,2,3 tricaprinoilglicerol pureza para cromatogadtricaprina).
* N-heptano.

« MSTFA.
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¢ Piridina.

Materiales y equipos:
* Cromatografo de gases HP 6890 acoplado a un e§petto de masa.
e Columna capilar BPX-5 de 50 m x 0,32 mm d.i. x|Oybde espesay equivalente.

* Viales.

Procedimiento:

» Preparar como estandar interno tricaprina diswgitpiridina de concentracién conocida.

* Preparar muestras en los viales pesando alrededd thg de muestra (registrar la masa) y
10 pL de estandar interno.

» Agregar 10 pL de MSTFA, agitar y dejar reaccion pbrminutos para la transformacion
de la muestra en sus compuestos siliados masleslati

» Disolver la preparacién en el mismo vial, en 0,8 delLn-heptano.

* Inyectarl pL de muestren el cromatografo de gases utilizando helio cgaszarrier y el
siguiente programa de temperatura: 15 °C por 1 tmjreon rampas consecutivas de 15
°C/min hasta 180 °C, 7 °C/min hasta 230 °C y 1nf#Chasta 320 °C, manteniéndose a
estatemperatura por 15 minutosemperatura del inyector 380 °C y split en urznade 10.

» Utilizando esta metodologia es posible determinar MG y DG. Los TG pueden ser
determinados por balance de masa.

Célculos:

AAG N

A, m,

Cg -V,

AG = £+ 100% (A3)

Donde:

AG : Porcentaje de acilglicerol (MG 6 DG) en fala muestra (m/m).
Axc : Area del acilglicerol (MG o DG).

Ag : Area estandar interno (tricaprina).

Ce : Concentracién estandar (mg/L).

Ve : Volumen estandar (L).

my : Masa de la muestra (mg).
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A2.4 indice de acidez y contenido de &cidos grasisres (FFA) (Araljo, 1995).

Principio del método

El indice de acidez se define como el nimero delenOH necesarios para neutralizar los
acidos grasos libres de 1 gramo de aceite o g&sdundamenta en el hecho de que el
extremo carboxilico de los lipidos es neutralizpdo los hidroxilos de un alcali, pudiendo

determinarse cuantitativamente esta reaccion palionge una valoracion acido-base. El

contenido de &cidos grasos libres. A través demmiprincipio es posible determinar el

porcentaje de &cidos grasos libres presentes aodite 0 grasa.

Materiales y equipos:
» Vasos de precipitado
« Balanza Analitica de + 0,05 g.

+ Balanza comun.

Reactivos:

* NaOH o KOH 0,1 M.

» Etanol 95 %.

* Fenolftaleina.

Procedimiento:

* Neutralizar 100 mL de alcohol hirviendo mediantedicion de NaOH o KOH 0,1 M, en
presencia de fenolftaleina (agregar 3 gotas).

» Pesar aproximadamente 10 g de aceite y disolvel &oohol neutralizado.

e Titular en presencia de fenolftaleina, usando Na®OHKOH 0,1 M y agitando
constantemente hasta alcanzar el punto de equivalenomento que una gota produce un

cambio de color ligero pero evidente, que persisteenos por 30 segundos.

Calculos:

« Indice de acidez
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IA = KOH M M (A4)
m
Donde:
IA : indice de acidez (mg KOH/g aceite).
PMkon : Peso molecular del KOH (56,1 g/mol).
Vm : Volumen de solucion valorada de KOH o NaOH wdidia (mL).
Mm : Molaridad de la solucion de de KOH o Na@ilizada (mol/L).
m : Masa de la muestra (g).
» Contenido de acidos grasos libres
V, M, *PM
M (mL M
FrA =M (MY . 100% (AS5)
m

Donde:

FFA : Porcentaje de FFA en la muestra (m/m).

PM 4 : Peso molecular &cido oleico (282 g/mol).

Mwm  : Molaridad de la solucién de de KOH o NaOHiaada (mol/L).

m : Masa de la muestra (g).

A2.5 indice de peroxido(Araujo, 1995).

Principio del método

El indice de perdxido es la cantidad (expresadai@aquivalentes de oxigeno activo por kg
de grasa) de peroxidos en la muestra que ocasianaridacién del yoduro potasico. La
muestra problema, disuelta en acido acético y fdomw, se trata con solucion de yoduro

potasico. El yodo liberado se valora con solucidlorada de tiosulfato sodico.
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Materiales y equipos:
* Matraces erlenmeyer con tapon de vidrio esmeritked®250 mL.
» Placa calefactora con agitador magnético.

» Dispositivo de titulacién con bureta.

Reactivos:

» Cloroformo.

« Kl saturada, 100 ml (recién preparada).
 Acido acético glacial.

* Tiosulfato s6dico 0,01 N.

» Solucién de almidon 10 g/L.

Procedimiento:

» Pesar 2 gramos de muestra en un matraz con tapddrabeesmerilado.

* Afadir solucién de 30 mL de acido acético, 10 miclkdeoformo y agitar.

» Agregar 0,5 mL de solucién saturada de Kl (en agag&n hervida) y cerrar el matraz

» Esperar exactamente 1 minuto y agregar 30 mL da.ag

» Valorar el yodo liberado con una la solucion deultato 0,1 N hasta que desaparezca el
color amarillo.

* Anfadir 0,5 mL de almidon soluble al 1 % y contingan la titulacion con tiosulfato 0,1 N
hasta que desaparezca la coloracion azul.

* Alavez hacer un blanco que no debe gastar ma®demL de tiosulfato 0,1 N.

* Repetir cuatro veces la medicion y desechar la ggamutilizando los ultimos tres
resultados para calcular el promedio del indicpadéxido.

» Se recomienda realizar todo el procedimiento bajpana.

Célculos:
El indice de peréxido (IP), expresado en milieqi@ntes de oxigeno por Kg de aceite se

calculé mediante la siguiente formula:
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[VM —V } « N «1000

P = - (A.6)

Donde:

IP :indice de perdxido (meg{kg)

Vum @ Volumen de solucion valorada de tiosulfato sddimpleados en la muestra (mL).
Vg : Volumen de solucién valorada de tiosulfatoiso@mpleados en el blanco (mL).
N : Normalidad de la solucién de tiosulfatoisécempleada (eg/L).

m : Masa de la muestra (g).

A2.6 indice de Yodo(Araujo, 1995).

Principio del método
Es la cantidad de yodo absorbida por 100 gramasata o aceite. Constituye una medida del
grado de insaturacion (numero de dobles de enlaBeg)uede utilizar el método de Hanus o

de Wijs para su determinacion.

Materiales y equipos:
» Matraces erlenmeyer con tapon de vidrio esmeritked®250 mL.
» Placa calefactora con agitador magnético.

» Dispositivo de titulacion con bureta.

Reactivos:

» Solucién de Wijs.

» Solucién de yoduro potasico al 10 % (p/v).

* Tiosulfato sodico 0,1 M.

* Solucion de almidén 1 % (p/v) recién preparada.

» Dispositivo de titulacion con bureta.
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Procedimiento:

* Pesar 0,1-0,6 gramos de muestra en el matraz exy@mmon tapon de vidrio y afiadir 10
mL de tetracloruro de carbono.

* Anfadir 25 mL de soluciéon de Wijs y dejar en un lugscuro durante 30 minutos. El tapon
debe humedecerse con solucion de yoduro potasidd %l (p/v).

* Afadir 15 mL de solucion de yoduro potasico al 1(p%) y 100 mL de agua destilada.

 Titular con tiosulfato sodico 0,1 M afadiendo comdicador solucion de almidon 1 %
(p/v) recién preparada.

* Hacer un blanco sin la adicion de la muestra.

* Se recomienda realizar todo el procedimiento bajopana.

Céalculos:

[VB - vy, } « N+ meg 100

Y = o (A7)

Donde:

IY :indice de yodo (gl 100 g aceite).

Vum @ Volumen de solucion valorada de tiosulfato sddimpleados en la muestra (mL).
Ve : Volumen de solucion valorada de tiosulfatdisd empleados en el blanco (mL).
N  : Normalidad de la solucion de tiosulfatoisd empleado (eg/L).

meq : Miliequivalentes de yodo.

m  : Masa de la muestra problema (g).

Si la normalidad del tiosulfato sédico es exactamelml N la ecuacion A.8 se puede

simplificar para llegar a la siguiente férmula:

(A.8)
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A2.7 Viscosidad cineméaticdAdaptado de Procedimientos (COPEC, 2007))

Principio del método
La viscosidad cinematica se determina en funcidntidmpo que demora un volumen de

lipido en fluir por gravedad a 40 °C, a través devigcosimetro capilar calibrado.

Materiales y equipos:
» Bafo de agua con termorregulador.
» Viscosimetro capilar.

* Cronémetro.

Reactivos:

» Hexano grado técnico para lavar el viscosimetro.

Procedimiento

» Calentar el agua del bafio a 40 °C.

* Ambientar el viscosimetro: sumergir el viscosiméimpio y seco en posicion vertical en
el bafio termorregulador sujeto con una pinza paparse.

» Ambientar la muestra: verter una porcion de la rmaemn el vaso de precipitado o matraz y
sumergirla en el bafio (para el caso de la grasagere ambientarla a mayor temperatura).

» Succionar la muestra en el viscosimetro invirtidm@ointroduciendo la parte angosta en la
muestra ambientada y succionando por la parte atieimando con la muestra hasta el
segundo aforo.

* Poner el viscosimetro nuevamente en posicion atrticumergir en el bafio por lo menos
hasta el primer aforo.

» Cuando todo el aceite este por debajo del prirmepafomenzar a medir el tiempo.

* Registrar el tiempo que demora en bajar el aceisele el primer aforo hasta el segundo a
40 °C.
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Calculos:

v =te0,0153¢ (A.9)

Donde:
v : Viscosidad cinematica (nfvs).

t : Tiempo (S).

A2.8 Densidad a 15 °GAdaptado de EN-14214)

Principio del método
La densidad es determinada por la marca que establenivel del liquido de un densimetro
flotando de manera vertical en el liquido analizéaeite o FAME). Esta es definida por el

empuje creado por liquido analizado, el cual esitmde su densidad.

Materiales y equipos:

* Densimetro de inmersiéon

Procedimiento:

» Verter en una bureta una cantidad suficiente destraiele tal manera que el densimetro

flote y no toque el fondo de la bureta.
» Registrar el nivel del liquido del densimetro ydmperatura de la muestra.

* La medicion debe ser realizada entre 20-60 °C yeposmente el resultado debe ser

corregido para obtener la densidad a 15 °C.

Célculos:

p=R+0,723 (T, - 15, (A.10)

J

Donde:

p : Densidad (kg/m).
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R : Nivel del liquido del densimetro registradg/(k’).

T° : Temperatura de la muestra (°C).

A2.9 Agua y sedimentogASTM Standard D 1976-97)

Principio del método
Es el volumen de agua libre y sedimentos en confibesto aceites separado a través de

centrifugacion con tolueno saturado.

Materiales y equipos:

» Centrifuga.

» Bafio de agua.

» Tubos para centrifuga de vidrio de 100 mL, contapdgraduacion de 203 mm de altura.

* Estufa.

Reactivos:

» Tolueno saturado. Para su preparacion seguirdogesites pasos:

- Llenar una botella de 1 litro con 700 u 800 mL tdkieno y agregar 25 mL de agua
destilada. Tapar la botella y agitar vigorosamente.

- Soltar la tapa y colocar la botella a 60 °C ®3durante 30 minutos.

- Repetir 3 veces agitandolo.

- Dejar reposar durante 48 horas antes de usar.

Procedimiento:

e Calentar 100 mL de la muestra a analizar hast&50dgitar vigorosamente.

e Agregar 50 mL de tolueno saturado a un tubo deritegd y 50 mL de la muestra a
analizar. Realizar el ensayo en duplicado.

» Cerrar cada tubo con un tapon y agitar para queegele la muestra y el solvente.

» Soltar los tapones y sumergir los tubos en el lnlEiagua durante 10 minutos a 60 °C +/-1
°C. Agitar bien la mezcla y colocar en la centréug

» Centrifugar entre 1284 a 1977 rpm durante 10 mguto
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» Retirar los tubos con suavidad y voltearlos parseolar la separacion. Cuantificar los

volumenes de solvente, agua y sedimento.

Célculos:

VR

Agua y sedin entos= v 100 (A.11)
0

Donde:
Agua y sedimentos : Porcentaje de agua y sedimemtéa muestra (v/v).
Vr : Promedio del volumen de residuo de ambas mugsiias
Vo : Volumen muestra (mL).

A2.10 Punto de inflamacidn(ASTM Standard D 56-02a)

Principio del método
Es la temperatura mas baja a la cual los vaporessqudesprenden de un combustible se

inflaman en presencia de una llama o fuente de.calo

Materiales y equipos:

» Equipo de Punto de inflamacién Pensky Mastens.

Procedimiento:

» Verificar que la muestra se encuentre a 18 °C dlgpunto de inflamacion esperado. Si no
fuera asi, enfriar la muestra.

* Llenar la copa con la muestra hasta la linea dasenr

» Colocar la copa en el bafio, ajustar la tapa, eladgi y termOmetro asegurando
hermeticidad.

» Conectar el calefactor regulando un increment@derhperatura de 5 a 6 °C por minuto.

» Agitar a 90-120 rpm y definir una temperatura eagarde inflamacion.

» Registrar el punto de inflamacién observado y zealia correccion barométrica.
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Céalculos:

* Factor de correccion:

C =0,033[ 760- p] (A.12)

* Punto de inflamacion:

Pl =Pl pservado T (A.13)

Donde:
C : Factor de correccion (°C).
p : Presion barométrica (mmHg).

PIl: Punto de inflamacién (°C).

A2.11 Contenido de azufr§ ASTM Standard D 7039-04)

Principio del método
Consiste en la excitaciéon por medio de rayos mamoaéticos de electrones especificos del
azufre, lo que produce emisién de radiacion flumeate que es dispersada y medida por un

detector de rayos X.

Materiales y equipos:
» Equipo espectroscopia de fluorescencia por dispeds longitud de onda.
» Celdas pléasticas para el equipo.

* Film plastico.

Reactivos:
« Patrones de calibracion.

» Alcohol isopropilico.

Procedimiento:

* Realizar la limpieza de la camara del equipo coahall isopropilico.
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» Hacer una curva de calibracion con los patrones.
* Agregar una muestra a la celda aproximadamenta fzastitad.
» Tapar la celda con el film plastico evitando toglamismo.

* Realizar la medicion (los resultados son obtendiectamente en ppm).

A2.12 Punto de escurrimientq ASTM Standard D 97-04)

Principio del método
Es la temperatura minima a la cual la muestra escwando se le da una inclinacién y ésta

perdura durante 5 segundos.

Materiales y equipos:

* Equipo de punto de escurrimiento, el cual consetetres bafos graduados a tres
temperaturas diferentes: 32 °F (0 °C), 0 °F (-18yG34 °F (-36 °C). Ademas consta de
camisas metalicas que son cilindros impermeable®ede se introducen las muestras.

* Termdmetros 5F y 6F.

* Recipientes de ensayo de vidrio transparente yof@haho.

» Tapodn de corcho del didmetro del recipiente dawidr

Reactivos:

» Etanol (refrigerante).

Procedimiento:

» Verificar el nivel del refrigerante en los tres barfel cual debe estar a 25 mm del borde
superior de la camisa.

e Adicionar 45 mL de muestra al recipiente de vidtaparla con el corcho y colocarle el
termémetro.

« Colocar alrededor de la base del recipiente unaaqugiadura de goma, cuero u otro, que
impida su contacto con la camisa metalica del equip
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* Introducir el tubo en la el bafio de 32 °F. Obsefgamuestra cada 5 °F sacando el
recipiente de ensayo e inclinandolo. Si a los 45éFsiste el escurrimiento cambiar al
segundo bafo.

* Realizar el mismo procedimiento en el segundo b&ioa los 15 °F persiste el
escurrimiento traspasar la muestra al tercer ba@pstir el procedimiento.

» EIl anadlisis finaliza cuando al inclinar el vaso rfauestra no escurre y se informa la

temperatura de la inclinacion anterior.
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