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Capitulo I. Resumen.

En los dltimos afios el uso de fuentes energéticas de origen fésil ha sido cuestionado cada
vez con mayor fuerza. Ser un recurso limitado y el grave impacto medioambiental que provocan
son los principales motivos por los que hoy dia existen numerosas vias de investigacion acerca de

otras fuentes de energia alternativas.

En el sector de los carburantes se han acordado distintas iniciativas politicas con el fin de
fomentar el uso de biocombustibles, o que ha aumentado el atractivo de un sector que ha

experimentado un gran crecimiento en la Gltima década.

Dentro de los biocombustibles destaca la producciéon de biodiésel, formado por ésteres
metilicos de 4&cidos grasos (FAME), obtenidos habitualmente mediante reacciéon de
transesterificacion y/o esterificacion de ftriglicéridos y acidos grasos respectivamente. La materia
prima normalmente empleada para este proceso ha sido aceite vegetal de distinta procedencia.
Sin embargo, el uso de cultivos energéticos (soja, colza, coco o palma, por citar algunos ejemplos)

ha ocasionado problemas a nivel econémico y social al competir en el mercado de la alimentacién.

A pesar de este aspecto negativo, las ventajas derivadas del uso del biodiésel frente al
gasoleo de origen fosil han hecho que se siga investigando su produccion a partir de otras fuentes.
En esto se centra el presente trabajo, en el que se estudia el uso del microorganismo Mucor
circinelloides como materia prima para la produccion de biodiésel. Este microorganismo es un
hongo filamentoso con la propiedad de acumular un alto porcentaje de lipidos, y la cepa empleada

esta modificada genéticamente con el objetivo de que dicho porcentaje sea alin mayor.

Lo primero que se llevd a cabo fue la extracciéon de la fraccién lipidica, mediante extraccion
con cloroformo y metanol en proporcion 2:1. Hecho esto, se comprob6 que el contenido lipidico de
la muestra esta en torno al 28,8%. Los lipidos extraidos se caracterizaron mediante distintas

técnicas.

El siguiente paso fue estudiar el proceso de extraccion y reaccion de
transesterificacion/esterificacién en una sola etapa, empleando acido clorhidrico como catalizador.
Se llevo a cabo una serie de experimentos en distintas condiciones de trabajo para cuyo estudio
se realiz6 un disefio factorial centrado en las caras, con el que se evalud la influencia en el
proceso de las siguientes variables: temperatura, concentracion de catalizador y relacion masica

de disolvente.
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Las respuestas elegidas en este disefio fueron la pureza y el rendimiento en biodiésel,
observandose que la variable que mas influyé sobre ellas fue la concentracion de catalizador,

seguida de la temperatura y de la relacién masica del disolvente.

Esto se estudié mediante la obtencion de un modelo de segundo orden y la aplicacion de la
metodologia de superficies de respuesta. La optimizacion del proceso se realizd6 en base al
cumplimiento de la norma EN 14214, que especifica que el biodiésel debe tener una pureza

minima del 96,5%.
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Capitulo Il. Introduccion.

1. Antecedentes

La liberalizacion del sector energético, y la creciente preocupacion por los problemas
medioambientales de la sociedad actual, estdn aumentando de manera significativa la demanda de
fuentes de energia limpias. Esta situacion esta definiendo un nuevo enfoque de la estrategia
energética global, que debera tener como objetivo encontrar un equilibrio entre crecimiento

econdmico, competitividad y proteccion del medio ambiente.

Esta necesidad de preservar el medio ambiente hizo que en el afio 1997 se firmara el Protocolo
de Kyoto, acuerdo cuyo fin era disminuir las emisiones globales de los principales gases de efecto
invernadero a la atmésfera. Estas emisiones debian ser un 5,2% inferior respecto a las del afio 1990
para el periodo 2008-2012. Un buen nimero de paises desarrollados se comprometieron a cumplir
dicho protocolo, pero en la actualidad se puede comprobar que en muchos casos ese compromiso no

se ha alcanzado todavia.

En Espafia la situacion es similar. En el momento en que se firmo el este acuerdo, estaba
experimentando un fuerte desarrollo, motivo por el cual se le permiti6 un aumento en su cuota de
emisiones mayor que a otros paises de la Union Europea. Pese a esta ventaja, en los afos
posteriores a la entrada en vigor de las mediadas acordadas Espafia, sobrepasé con creces los
limites permitidos. Sin embargo, parece ser que esta tendencia empieza a cambiar, ya que en 2008
las emisiones se redujeron un 17% y mejord la eficacia energética, gracias al crecimiento de las

energias renovables y un menor uso de fuentes energéticas como el carbon y el petréleo.

En cuanto a las energias renovables, y en concreto a los biocombustibles para el transporte, el
Parlamento y el Consejo Europeos emitieron la Directiva Europea 2003/30/CE, con la que se busca
alcanzar una sustitucién de al menos un 5,75% de los carburantes de origen fosil por biocarburantes
alternativos para 2010. Esta directiva se complementd con otra posterior (2003/96/CE) en la que se
da permiso a los paises miembros para reducir o eliminar los impuestos especiales para

biocarburantes, en un claro intento por fomentar su uso.

Estos requerimientos, y otros que engloban distintos objetivos para otras energias renovables,
fueron recogidos en un plan elaborado por el Instituto para la Diversificacién y Ahorro de la Energia
(IDAE) en 2005: el Plan de Energias Renovables de Espafa (PER). En él se resumen todos los
objetivos anteriores, ademas de actualizarse para 2010: las fuentes renovables deben suponer el 12
% de la energia consumida, el 29,4 % de la generacién eléctrica y los biocarburantes el 5,75 % del

transporte (Comisién Europea, 1997).
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Actualmente se encuentra en proceso de elaboracién un nuevo plan, el Plan de Energias
Renovables 2011-2020, donde se actualizaran algunos de los objetivos del plan anterior y se fijaran

otros nuevos para cada sector de energias renovables (http://www.mityc.es).

Dentro de este plan tienen cabida los biocombustibles, tema de estudio de este proyecto, sobre

los cuales se hablara a continuacion.

Segun la Ley 34/1998, de 7 de octubre, del Sector de Hidrocarburos, se consideran
biocombustibles los productos que a continuacion se relacionan y que se destinan a su uso como
carburantes, directamente o] mezclados con carburantes convencionales

(http://www.biodieselspain.com/articulos/idae.pdf):

« Alcohol etilico producido a partir de productos agricolas o de origen vegetal (bioetanol),

ya se utilice como tal o previa modificacién quimica.

< Alcohol metilico (metanol), obtenido a partir de productos de origen agricola o vegetal, ya

se utilice como tal o previa modificacion quimica.
e Aceites vegetales como tales o modificados quimicamente.

Se entiende como biocarburante al conjunto de combustibles liquidos provenientes de distintas
transformaciones de la biomasa, que al presentar determinadas caracteristicas fisico-quimicas
similares a los carburantes convencionales derivados del petroleo, pueden ser utilizados en motores

de vehiculos en sustituciéon de éstos.

Cabe destacar que no se pueden usar como materias primas aquellas que sirvan como alimento
para el hombre y animales domésticos. Este es un detalle fundamental, ya que los detractores del uso
de cultivos energéticos justifican el encarecimiento de algunos alimentos como consecuencia de la
competencia entre los sectores energético y agricola, provocando problemas sociales y econdémicos.
Este inconveniente se puede evitar utilizando materias primas que no sean aprovechables como

alimento.
Los biocarburantes mas conocidos y producidos en la actualidad son estos tres:

- Etil terc butileter (ETBE) : Compuesto ampliamente utilizado como aditivo antidetonante de
la gasolina (11% de este compuesto eleva 1,4 puntos en el indice de Octano, lo que lleva a
menores consumos, mejores prestaciones, menos contaminacion...). Se produce hoy dia a

través de un proceso de eterificacién de bioetanol.

- Bioetanol : Se obtiene a partir de la fermentacién de azlcares o de los productos de
hidrélisis del almidén presente en algunas plantas. Seria el futuro sustituto de la gasolina,

aunque tiene que cumplir unos estrictos requisitos para evitar problemas derivados de su
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uso: aumento de la volatilidad de la gasolina, avidez por el agua, poder disolvente y

corrosividad.

- Biodiésel : Producido mediante la transformacién de aceites vegetales o grasas animales en
ésteres metilicos a través de procesos de transesterificacion. Se puede mezclar con el
gaséleo practicamente en cualquier proporcion, y no es necesaria ninguna modificacion en

los motores Diésel actuales para su empleo.

El uso de biocombustibles presenta miltiples ventajas, destacando la drastica reduccion de |
perfil de emisiones, mucho menores en general que las producidas por combustibles fosiles. Ademas,

al contrario que estos ultimos, son una fuente de energia renovable.

Como es de suponer, también presentan una serie de inconvenientes muy a tener en cuenta.

Entre los méas importantes destaca la disponibilidad de materias primas.

2. Biodiésel, definicién y especificaciones.

El biodiésel es un biocarburante liquido producido a partir de aceites vegetales y grasas animales.
Las materias primas mas utilizadas son plantas oleaginosas, como girasol, colza, soja y palma. Las
propiedades del biodiésel obtenido a partir de estas fuentes son muy similares a las del gaséleo de
automocioén, en lo que se refiere a densidad y nimero de cetano. Por estas razones este
biocarburante se puede mezclar con el gasoéleo de origen fosil en practicamente cualquier proporcion

para usarse en motores diésel actuales.

Una definicion rigurosa de biodiésel es la propuesta por la ASTM (American Society for Testing
and Materials), que lo describe como “ésteres monoalquilicos de &cidos grasos de cadena larga
derivados de lipidos renovables, tales como aceites vegetales o grasas de animales, y que se

emplean en motores de ignicién de compresion”.

A esta definicibn habria que afiadirle un matiz, y es que los ésteres mas utilizados son los
metilicos y etilicos (Vicente et al, 2001), que se obtienen mediante reaccion de transesterificacion a
partir de aceites y grasas tanto vegetales como animales, ademas de por reaccion de esterificacion a
partir de acidos grasos libres. El uso de estos alcoholes lleva asociadas una serie de ventajas

quimicas y fisicas, ademas de un bajo coste.

La reaccion de transesterificacion mencionada anteriormente, y que se explicard mas adelante,
es el principal método empleado en la actualidad para obtener ésteres metilicos. En este proceso

reaccionan las moléculas de triglicéridos con metanol para dar como producto ésteres metilicos y
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glicerina. Las propiedades de estos ésteres dependeran del tipo de materia prima empleada. Otra

Capitulo II. Introduccién.

técnica bastante utilizada es la esterificaciéon de los acidos grasos libres (Mittelbach et al., 2007).

Segun la normativa europea EN 14214 los ésteres metilicos de acidos grasos empleados como

biocombustible para automocion deben cumplir unos estandares determinados. Estos estan recogidos

en la Tabla 1.
Tabla 1. Normativa Europea para el biodiésel.

onpsoEs  SMTE LM METoDODE
Contenido en éster % (m/m) 96,5 UNE EN 14103
Densidad a 15°C kg/m® 860 900 EN ISO 3675
Viscosidad a 40°C mm®/s 35 5 UNE EN ISO 3104
Punto de inflamacion °C 120 - ISO 3679
Contenido en azufre mg/kg - 10 1ISO 20846
Residuo carbonoso % (m/m) - 0,3 1ISO 10370
Numero de cetano 51 EN ISO 5165
Contenido en cenizas de sulfato % (m/m) - 0,02 ISO 3987
Contenido en agua mg/kg - 500 EN ISO 12937
Contaminacion total mg/kg - 24 EN 12662
Corrosion Cu (3h/50°C) Clasificacién Clase 1 EN ISO 2160
Estabilidad a la Oxidacién, 110°C horas 6 UNE EN 14112
Acidez mg KOH/g muestra 0,5 UNE EN 14104
indice de yodo g 12/100g muestra 120* UNE EN 14111
Ester metilico del &cido linolénico % (m/m) 12 UNE EN 14103
Esteres metilicos poliinsaturados % (m/m) 1
Contenido en metanol % (m/m) 0,2 UNE EN 14110
Contenido en monoglicéridos % (m/m) 0,8 UNE EN 14105
Contenido en diglicéridos % (m/m) 0,2 UNE EN 14105
Contenido en triglicéridos % (m/m) 0,2 UNE EN 14105
Glicerina libre % (m/m) 0,02 UNE EN 14105
Glicerina total % (m/m) 0,25 UNE EN 14105
Metales Grupo | (Na + K) mg/kg 5 14?88513?09
Metales Grupo Il (Ca + Mg) mg/kg 5 prEN 14538
Contenido en fésforo mg/kg 10 UNE EN 14107
POFF oC Segun época EN 116

y pais

* La legislacion espafiola permite un valor maximo de 140 g 12/100g

Diego Martin Tejeda
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3. Ventajas e Inconvenientes del biodiésel.

El creciente interés en investigar y mejorar la produccion de biodiésel viene justificado por una
serie de beneficios que lo hacen muy atractivo, ya sea para su uso mezclado con carburantes fésiles
o de forma independiente. Las ventajas mas significativas que presenta el biodiésel se comentan a

continuacion (Ferro Brage et al, 2006):
» Medioambientales

- No es toxico, carcindgeno ni alergénico. Es biodegradable (en 21 dias se degrada

aproximadamente el 98% del biodiésel).

- Comparado con el gasoleo de origen fosil, produce una reduccion drastica de las emisiones
contaminantes. La emisidn de azufre se reduce hasta casi el 100%, los inquemados disminuyen 90%,

los compuestos aromaticos del 75 al 90%, y las particulas sélidas 55%.

- En cuanto a la emision de CO,, el balance neto es cero, ya que el gas emitido en la
produccion y consumo de biodiésel es utilizado posteriormente por las plantas o microorganismos

fotosintéticos durante el proceso de fotosintesis.
» Econdmicas

- La produccién y uso de biodiésel permite una mayor autonomia energética, lo que implica una
menor dependencia del petréleo. Esto es una gran ventaja para paises como Espafia, donde la
totalidad del crudo empleado procede del exterior y la mitad del gaséleo de automocién consumido

(www.elmundo.es) es de importacion.

- El uso de este biocarburante no precisa de cambios significativos de infraestructura para su
distribucion y logistica, al ser perfectamente compatible con las infraestructuras actuales para

combustibles de origen fésil, por lo que los costes de implantacién son reducidos.
» Técnicas

- Mezclado con el diésel de origen fosil se obtiene un combustible con mejores propiedades

(mayor indice de cetano y mejores cualidades lubricantes).

- Es compatible con los motores Diésel actuales, por lo que no es necesaria ninguna

modificacion en éstos en mezclas que no superen un contenido del 20% de biodiésel.

No obstante y pese a estas importantes ventajas es precioso hacer notar algunos de los
inconvenientes del biodiésel. Entre ellos cabe destacar el aumento de NO, térmico que se produce en

las emisiones. Por otro lado su mayor inestabilidad en el almacenamiento debido a que el biodiésel es
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menos estable a la oxidacién que el gaséleo, al tener oxigeno y dobles enlaces en sus moléculas. El
primero de estos problemas parece que se podria mitigar afiadiendo metanol a la mezcla

combustible, ya que este compuesto actuaria como refrigerante (Cheng et al., 2008).

Sin embargo estos dos inconvenientes no son los méas importantes. El verdadero problema del
biodiésel es su produccion, ya que las materias primas mas empleadas hasta la fecha han sido de
origen vegetal, que tienen un coste relativamente elevado y requieren de grandes extensiones de
terreno para su cultivo. La conversién de triglicéridos a ésteres metilicos es de casi el 100%, pero el
porcentaje de esos triglicéridos en los vegetales es bajo, y depende del tipo de vegetal. Para obtener
una tonelada de aceite se necesitaria aproximadamente una hectarea de cultivo, lo que usando como
ejemplo una planta productora como la de la empresa Infinita Renovables en Castellén (Tabla 4), con
una capacidad de 300.000 tm/afio, supondria una superficie cultivada de 300.000 ha, algo totalmente

insostenible.

Volviendo al precio de la materia prima, el encarecimiento que ha sufrido en los Gltimos afios ha
sido en parte por la competencia con el sector alimenticio, lo que ha favorecido la especulacion. En el
afio 2007 la ONU mostré su inquietud por estos problemas en la produccion de biocombustibles, y lo
hizo a través de un informe publicado el 8 de mayo de ese afio (UN-Energy, 200Y. En este informe
se animaba a continuar con el desarrollo de este tipo de bioenergias, reconociendo su papel
protagonista en el futuro pero dejando claro que se debia garantizar el buen uso de las tierras de
cultivo, para no provocar dafios sociales y medioambientales que superasen con creces los beneficios

derivados del uso de estas nuevas energias.

A pesar de lo anterior, en 2008 la subida del precio de vegetales como la soja y el trigo fue
espectacular, lo que cre6 problemas en el sector alimenticio. Esto hizo que la ejecutiva del Programa
Mundial de Alimentos advirtiese en una conferencia de prensa (24 abril de 2008) que las reservas de
alimentos estaban en su punto mas bajo de las Ultimas décadas, y que los cultivos energéticos

acentuaban esta mala situacion.

Para evitar este grave inconveniente, estdn surgiendo nuevas alternativas a los cultivos

energéticos convencionales, entre las que se pueden destacar las siguientes:

* Biocombustibles de segunda generacion . Son aquellos derivados de materias primas

vegetales y organicas que no tienen incidencia en el sector alimenticio. Estas materias serian

por ejemplo biomasa forestal o plantas herbaceas.

» Biocombustibles de tercera generacion . Estos combustibles proceden de microorganismos

como determinadas algas y hongos con gran capacidad de almacenamiento de lipidos. Con
estos microorganismos se eliminan los problemas tanto de la superficie de cultivo como de la

competencia con el precio de los alimentos, siempre que la fuente de carbono que utilicen no
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proceda a su vez de cultivos alimentarios. Por ello, esta es una via de estudio prometedora y

de alto potencial futuro.

Los motivos de la importancia de los combustibles de tercera generacion se ven claramente

en la Tabla 2, en la que se muestra el rendimiento en lipidos de distintas materias primas:

Tabla 2. Rendimiento lipidico anual de distintas materias primas (Chisti, 2007),

Fuente Rendimiento lipidico (I/ha)
Maiz 172
Aceite de soja 446
Aceite de colza 1.190
Jatropha curcas 1.892
Aceite de palma 5.950
Algas y cianobacterias® 59.000
Algas y cianobacterias® 137.000

& 30% Contenido lipidico.
®: 70% Contenido lipidico.

Como se puede apreciar, el rendimiento de las algas y cianobacterias es en algunos casos mas
de 100 veces superior al de las materias primas vegetales convencionales. La produccién de estas
algas se lleva a cabo en dos tipos de reactores (Chisti, 2007), lo que permite una produccién mas

rapida y continuada que la de las plantas y sin necesidad de fertilizantes y areas de cultivo extensas.

Determinados microorganismos también han demostrado ser una materia prima excelente,
llegando a competir con los resultados obtenidos por algas y cianobacterias de alto contenido lipidico.
Dentro de estos microorganismos existen ademas algunas especies capaces de crecer en ausencia
de luz manteniendo altos contenidos en lipidos, lo que implica un alto rendimiento en la produccion de

biodiésel.

El presente proyecto se centra en la linea de investigaciéon de biocombustibles de tercera
generacion, desarrollada en el Departamento de Tecnologia Quimica y Ambiental de la Universidad
Rey Juan Carlos, utilizando como fuente de obtencion de lipidos un microorganismo, el hongo Mucor

circinelloides cuyas caracteristicas se describirdn mas adelante.

4. Materias primas para la obtencion de biodiésel.

Las fuentes de acidos grasos vy triglicéridos para la obtencién de los ésteres metilicos que
componen el biodiésel son muy variadas, pero las mas utilizadas en Espafia son los aceites de fritura

usados y el aceite de girasol.
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A continuacion se clasificara a las materias primas en distintos grupos segun su origen. De esta
clasificacion se destaca el grupo “Aceites de otras fuentes”, por ser el implicado en este trabajo. Tras

esto se hara una descripcion detallada del microorganismo utilizado, el Mucor circinelloides.

4.1. Aceites vegetales y grasas animales.

En funcién de su procedencia, las materias primas se pueden agrupar del siguiente modo
(Vicente et al, 2001):

* Aceites vegetales convencionales.

Destacan en este grupo los aceites de girasol, colza, soja, coco y palma. En Espafia no resulta
muy atractivo este tipo de cultivo, ya que la produccién media por hectarea del aceite de girasol hace

gue no sea muy rentable como cultivo energético (Vicente et al., 2001).

* Aceites vegetales alternativos.

En este grupo se engloban las distintas fuentes de energia para combustibles de segunda
generacion. En este sentido destacan los aceites de Camelina sativa, Crambe abyssinica y Jatropha
curcas. Existen otros cultivos que se adaptan mejor a las condiciones de cultivo de Espafia y que
presentan rendimientos de produccion mayores. En concreto, se trata de los cultivos de Brassica

carinata y Cynara cardunculus (Vicente et al, 2001).

De las plantas anteriores destaca la Jatropha curcas, ya que sus semillas son téxicas y por tanto
no comestibles (de ahi que se use para biocombustibles de segunda generacion). Ademas de lo
anterior, el cultivo de este vegetal permite combatir la desertizacién y generar Asimismo, de su tallo

se extrae latex (www.globalenergy.es).
« Aceites vegetales modificados genéticamente.

Gracias a la ingenieria genética se puede solventar un inconveniente que presentan ciertos
aceites, que es un alto nivel de insaturaciones. Esto provoca baja estabilidad frente a la oxidacion del
biodiésel, pero a través de ciertas modificaciones genéticas se puede reducir el ndimero de
insaturaciones y hacer viable el uso de estos aceites (Vicente et al., 2001).

* Aceites de fritura usados.

Los aceites de fritura usados son la alternativa mas econémica para la produccién de biodiésel y
ademas evitan su tratamiento como residuo. Actualmente, en Espafia s6lo hay planes para recoger
una parte de estos aceites del sector hostelero y de las cocinas industriales que se emplean para

producir jabones. Espafia es un gran consumidor de aceites, especialmente de girasol y de oliva, pero
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a nivel doméstico no existes una infraestructura suficiente para su recogida y reutilizacion (Garcia y
Garcia, 2006).

* Grasas animales.

El uso de grasas animales es factible, pero implica unas condiciones de operacién mas severas
que en los casos anteriores, debido al elevado contenido de acidos grasos libres presente en estas

materias primas (Tashtoush et al., 2004).

4.2. Aceites de microalgas y microorganismos.

Los aceites procedentes de microalgas y otros microorganismos conducen a los biocombustibles
denominados de tercera generacion. Su composicion es, en parte, similar a los aceites descritos
anteriormente, pero como ya se menciond, se obtienen a partir de microorganismos como algas,
bacterias, levaduras y hongos. Estos organismos se pueden cultivar expresamente para la obtencion
de biodiésel en biorreactores (Chisti, 2007; Li et al., 2007).

Las ventajas que supone el uso de microorganismos frente a otras materias primas son
(Rittmann, 2008; Miyamoto, 1997; Nagle y Lemke., 1990; Xue et al., 2006; Chisti, 2007):

« Los costes de cultivo y transporte son menores comparandolos con los de las plantas
oleaginosas.

e Pueden tratarse quimicamente y son homogéneos, llegando a acumular hasta un 80 %
de lipidos en el caso de algunas microalgas.

« Las algas pueden fijar CO, empleandolo como fuente de carbono mediante la fotosintesis
y reducir el nivel de este gas en la atmdsfera.

e Son capaces de crecer en condiciones que no serian favorables para plantas
oleaginosas. No ocupan suelo fértii y se cultivan sin dependencia estacional ni
climatolégica, ademas el consumo de agua, si esta bien regulado, es menor que en el
caso de las plantas.

e Son capaces de doblar su masa en aproximadamente un dia, frente a las semanas que
necesitan las plantas.

e El rendimiento lipidico es mayor a 100000 I/ha-afio mientras que en el caso de las plantas
de alto contenido lipidico es menor a 1000 I/ha-afio (Huber et al., 2006).

Todas estas ventajas no son aplicables a todos los microorganismos y microalgas. Sélo son
interesantes de cara a la produccién de biocombustibles, aquellos microorganismos capaces de

albergar una gran cantidad de lipidos, los llamados oleaginosos. Por citar un ejemplo, de las 60.000
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especies de mohos existentes, solamente 50 pueden almacenar mas de un 25% de lipidos (Acufia,
2004).

Aunque el interés por el uso de estos microorganismos ha aumentado en la actualidad, hace mas
de dos décadas se desarrollé el primer estudio de obtencién de sustitutos de la gasolina y gaséleo a
partir de esta materia prima (Neenan et al, 1986). En él se utilizaron microalgas y se propusieron dos
métodos de conversién: la transesterificacion para conseguir biodiésel, y la pirdlisis catalizada por

zeolitas para obtener gasolinas.

Esta investigacion supuso el punto de partida de otras posteriores, que fueron fijando sus
objetivos en estudiar aspectos del proceso mas concretos. Asi, Nagle y Lemke (1990) publicaron un
procedimiento para extraer los lipidos y hacerlos reaccionar después. Para ello estudiaron el efecto

de los disolventes utilizados en el proceso de extraccion.

Asimismo, se ensay6 un proceso de licuefaccion termoquimica usando el alga Botryococcus

braunii como materia prima, con rendimientos energéticos favorables (Dote et al, 1992).

Posteriormente, se empled la pirdlisis de la microalga Dunaliella para conseguir un combustible
liquido aprovechando no sélo la fraccion lipidica de este microorganismo, sino también la proteica
(Ginzburg, 1993). Con esta microalga se extrajo con diclorometano el aceite producido por
licuefaccion termoquimica (Minowa et al, 1995). Se obtuvieron rendimientos del 31-44% (en peso

respecto de la biomasa celular) con un balance energético también favorable.

Mas recientemente se ha propuesto el aprovechamiento de los fangos de tratamiento de aguas
como medio de cultivo de los microorganismos (Gray, 2004). De este modo se abarataria el coste de
produccion atrapando ademéas el CO, que produce el fango. En la actualidad hay lineas de
investigacion centradas en el desarrollo de fotobiorreactores de este tipo que optimicen la produccion

lipidica del alga Synechocystis modificada genéticamente (Rittmann, 2008).

Siguiendo la idea anterior, se ha estudiado el aprovechamiento de las aguas residuales organicas
del proceso de produccion de glutamato monosddico, producto muy popular en el este asiatico, como
sustrato para la levadura Rhodotorula glutinis (Xue et al., 2006). De este modo la levadura acumulaba

lipidos (10%) y al mismo tiempo reducia la DQO de las aguas (85%).

La ingenieria genética también ha puesto su atencion en la obtencién de biodiésel de tercera
generacion. Gracias a aquella, una cepa de Escherichia coli produjo ésteres de acidos grasos in vivo
(Kalscheuer et al., 2006). En este caso se consiguié que propia célula sintetizara el etanol y los acidos
grasos, que se esterificaron después con ayuda de una enzima, alcanzandose rendimientos del 26%

de ésteres por peso de biomasa seca. No obstante esta técnica presenta un inconveniente, y es la
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necesidad de transesterificar los lipidos del interior de la célula, ya que de no hacerlo el biodiésel

obtenido resultaria impurificado por ellos y no cumpliria las especificaciones de la Norma EN 14214,

Dentro del objetivo de conseguir una mayor acumulacion de lipidos, los primeros trabajos datan
de 1996, cuando se introdujeron vectores con genes para aumentar el contenido lipidico de la
diatomea Cyclotella cryptica (Dunahay et al., 1996). En la actualidad se sigue investigando en este
campo (Song et al., 2001). Otra forma de modificar dicho contenido lipidico consiste en variar las
condiciones luminicas, de aireacion y composicion del medio de cultivo. De este modo se obliga al
microorganismo a alterar su metabolismo, siempre con la idea de favorecer la sintesis y

almacenamiento de lipidos (Ratledge, 2002; Michinaka, 2003).

Visto lo anterior, cabe destacar que de entre todas las fuentes posibles de microorganismos, las
microalgas son las mas frecuentes. Esta eleccion se debe a varios factores (Nagle et al., 1990; Xue et
al., 2006; Chisti, 2007):

« Son fotosintéticas (pueden utilizar el CO, como fuente de carbono).

e Pueden acumular lipidos en grandes cantidades (mas del 80% en peso).

* No se ven afectadas por los cambios de estaciones ni climatolégicos.

* Poseen un corto periodo de crecimiento (pueden doblar su biomasa en 24 horas).

En la actualidad se ha intensificado la investigacion sobre otros microorganismos como fuente de
materia prima para la produccion de biodiésel. Entre ellos destacan los hongos del orden de los
Mucorales por su alto contenido en acidos grasos poliinsaturados (Wynn et al., 2001; Szczesna-
Antczak et al., 2006). El Departamento de Tecnologia Quimica y Medio Ambiente de la Universidad
de Rey Juan Carlos en colaboracidon con el Departamento de Genética y Microbiologia de la
Universidad de Murcia, investigan desde 2006 las posibilidades que puede llegar a tener el
microorganismo Mucor circinelloides. El presente trabajo de investigacion esta englobado en esa

linea y es la continuacién de trabajos anteriores.

4.2.1. Mucor circinelloides como materia prima para biodiésel.

A continuacién se describiran las caracteristicas basicas del microorganismo empleado en el
presente trabajo, que como se ha comentado anteriormente es el Mucor circinelloides. En la Tabla 3

se expone su clasificacion taxonémica:

Tabla 3. Descripcion taxonémica del microorganismos Mucor circinelloides.

Reino Phylum Orden Familia Género

Fungi Zygomycota | Mucorales | Mucoraceae Mucor
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En la Figura 1 se pueden observar dos imagenes de la especie Mucor circinelloides:

Figura 1. Imagenes de microscopio de Mucor circinelloides y aspecto de una colonia. (Disponibles en:
http://www.gefor.4t.com/concurso/hongos/mucorcircinelloides05.jpg

http://www.plataformasinc.es

El hongo Mucor circinelloides se ha estudiado extensamente debido a sus usos industriales
(Jackson et al., 1998). Las cepas de este hongo son conocidas como eficientes productoras de
lipasas intracelulares, formando también numerosos cuerpos lipidicos ricos en acidos grasos
insaturados, en condiciones de crecimiento 6ptimas para la sintesis de dichas lipasas (Szczesna-
Antczak et al, 2006).

4.2.2. Composicion lipidica del microorganismo Mucor circinelloides.

La composicion lipidica de este hongo es determinante de cara a su empleo como materia prima
en la obtencién de biodiésel. Dentro del género Mucor existen varias especies, entre las que destacan
Mucor amphibiorum, Mucor circinelloides, Mucor hiemalis, Mucor indicus, Mucor racemosus, y Mucor
ramosissimus. Esta variedad de especies hace que la cantidad de lipidos celulares y su composicion
no sean un elemento constante en el género, si no que dependen de la cepa en cuestion y de las
condiciones de cultivo. Ademas, diferentes estudios han indicado que para los hongos del género
Mucor, las fuentes de carbono presentes en el medio influyen en su composicién lipidica (Certik et al.,
1993). Pero este no es el Unico factor a tener en cuenta, ya que la presencia de vitaminas,
temperatura de crecimiento, presencia de determinadas sustancias (antihongos) o las diferentes
fuentes de otros nutrientes también afectan significativamente a la acumulacion de lipidos (Botha et
al., 1997).

Para que el cultivo del Mucor circinelloides produzca elevado rendimiento lipidico, es preciso que
se den dos condiciones fundamentales. La primera es que el medio presente déficit de nitrégeno

(nutriente fundamental para el hongo), y la segunda es que haya exceso de fuente de carbono
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(Ratledge, 2002). Como consecuencia de la falta de nutrientes la célula deja de crecer y se inhibe su
division, pero el ritmo de sintesis de lipidos continGa inalterado. Esto hace que la célula almacene

estos lipidos, ya que no puede dividirse.

Segun un estudio sobre la acumulacion de lipidos en hongos filamentosos (Wynn et al., 1999),
Mucor circinelloides sélo es capaz de acumular un 20 % de lipidos (sobre materia seca) incluso en las
condiciones mas propicias. Pero este limite puede ser rebasado mediante la manipulacién genética.
Por el momento se han podido crear cepas recombinantes del hongos que, a través de una mayor
actividad de la enzima malica, son capaces de almacenar mas del doble de la cantidad de lipidos

maxima (Zhang et al., 2007).

El presente trabajo presenta una clara relacion con este campo de estudio, al utilizar como

materia prima un microorganismo modificado genéticamente.

5. Produccién de biodiésel a partir de microorga  nismos.

El proceso mas habitual para la obtencién de biodiésel consiste en una extraccién y posterior
reaccion de la fraccién lipidica con metanol en las condiciones adecuadas (Nagle y Lemke, 1990;
Miao y Wu, 2006; Xue et al., 2006). Este comprende las siguientes etapas:

« Acondicionamiento y preparacion de la materia prima.

«  Extraccion de la fraccion lipidica.

+ Reaccién de obtencién de biodiésel.

A continuacién se detallan cada una de las etapas de la produccion de microorganismos

enumeradas anteriormente.

5.1. Acondicionamiento y preparacion de la materia prima.

Como ya se ha comentado, las condiciones de cultivo de la materia prima son esenciales en el
proceso. ElI microorganismo crece en las condiciones Optimas de luz, temperatura, aireaciéon y
nutrientes, y después se recolecta segin una de las siguientes técnicas: centrifugacion, filtracion,

liofilizacién, floculacion, etc.

5.2. Extraccién de la fraccion lipidica.
La parte de la célula que se pretende extraer es la fraccion lipidica, precursora de los ésteres
metilicos. Sin embargo, dentro de esta fraccion se deben distinguir dos tipos de lipidos segin su

distribucion en la célula (Nelson y Cox, 2000):
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> Lipidos libres: fraccion lipidica poco ligada a otros constituyentes de la célula como los
glicéridos (que pueden ser mono-, di- o triglicéridos), ceras, acidos grasos, terpenos y
esteroles.

> Lipidos complejos: estan unidos fisica o quimicamente a otros compuestos celulares como

los fosfolipidos, glucolipidos y esfingolipidos.

Los lipidos son un conjunto heterogéneo de moléculas organicas, compuestas por cadenas de
carbono y algun grupo funcional con oxigeno, aunque también pueden contener azufre, nitrégeno y
fésforo. Pese a la heterogeneidad que presentan estos compuestos comparten una propiedad: la

hidrofobicidad, caracteristica que les hace solubles en disolventes organicos.

De los dos tipos de lipidos vistos anteriormente, los lipidos libres seran facilmente extraibles por
disolventes como el n-hexano o el dietiléter, que rompen las interacciones hidr6fobas de estos lipidos
con otros compuestos. Sin embargo, las interacciones presentes en los lipidos complejos son mas
fuertes (puentes de hidrégeno e interacciones electrostaticas), lo que hace necesario el uso de

disolventes mas polares como el metanol o el cloroformo para lograr su extraccion.

5.3. Reacciones de obtencion de biodiésel.

En este apartado se explicaran las reacciones implicadas en el proceso de obtencién de ésteres

metilicos.

5.3.1. Transesterificacion.

El proceso de transesterificaciéon se basa en la reaccién de triglicéridos con alcoholes de bajo
peso molecular (metanol, etanol, propanol...), obteniéndose como producto ésteres y glicerina. Se
desarrolla en una proporcion molar de 3:1 alcohol:triglicérido, aunque se suele afadir alcohol en
exceso para desplazar la reaccion hacia la formacion de productos. Este desplazamiento se ve
ayudado por la formacion de glicerina, ya que ésta es inmiscible con los ésteres metilicos, y gracias a

estos factores se consiguen conversiones cercanas al 100% (Ma y Hana, 1999).

El esquema global de la reaccion de transesterificacion de triglicéridos con metanol se refleja en

la Figura 2.
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CH;-0-C0-R, CH; - OH
(Hz:-0-C0-Ry |

(H-0-C0-R, CH;0H CH; -0-C0-R + CH- OH
| CH;-0-CD-R, |

CH;-0-C0-R; CHz - OH

Triglicérido Metanol Ester Metilico Glicerina

Figura 2. Esquema global de la reaccion de transesterificacion.

La transesterificacion completa del triglicérido se da en 3 pasos que corresponden a reacciones
reversibles en las que el triglicérido es convertido, consecutivamente, en diglicérido, monoglicérido y

glicerina con la produccién de una molécula de éster en cada paso. La Figura 3 describe este

proceso.

[Hy-0-0C0-R, [(H:-0-00-R,
(H-D-C0-R, . CH,OH P CH,-0-C0-R, + CH-D-C0-R,
I I

[H;-0-C0-Ry CH; - 0H
Triglicéride Metanol Ester Metilico Diglicérido
(H,-0-C0-R/, CH, - 0H
CH-0-C0-R; CHy0H -— CHy-0-C0-Ry ¥ CH-0-C0-R;
I |
CH; - OH CH; - OH
Diglicérido Metanal Ester Metilico Moneglicérido
CH,-0OH CH, - OH
(H-0-C0-R; + CH:0H - CH; - 0-C0-R; + CH-0H
I I
CHz - OH CH; - OH
Manoglicérido Metanol Ester Metilico Glicering

Figura 3. Esquema detallado de la transesterificacion.
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Esta reaccion es reversible, y ademas del exceso de alcohol y la formacién de glicerina para
fomentar la formacion de productos, se necesita un catalizador. El catalizador se usa para aumentar

la velocidad de reaccion. Los catalizadores utilizados pueden ser:

« Acidos homogéneos: acido sulfarico, acido clorhidrico, acido fosférico, acidos sulfonicos
orgéanicos (Meher et al., 2006) y también acidos de Lewis (Di Serio et al., 2005).

« Acidos heterogéneos: zeolitas (Lotero et al., 2005), resinas sulfénicas, sulfatos u éxidos de

wolframio soportados en 6xido de circonio.
« Basicos heterogéneos: 6xidos metalicos (Yang y Xie, 2007), Na/NaOH/AI,O3).

« Basicos homogéneos: hidroxido sodico, hidroxido potéasico, carbonatos y diferentes

alcoxidos como el metéxido sddico o potasico.

« Enzimaticos: lipasas inmovilizadas como Candida, Penicilluim o Pseudomonas (Fukuda et
al., 2001; Nie et al., 2006; Al-Zuhair et al., 2006).

De todos ellos, los mas utilizados a escala comercial son los homogéneos basicos ya que actian
de forma mas rapida y permiten trabajar en unas condiciones de operacién moderadas. La
transesterificacion basica se produce aproximadamente 4000 veces mas rapida que la catalizada por

la misma cantidad de acido (Formo, 1954).

Sin embargo esta catdlisis basica presenta una serie de inconvenientes muy a tener en cuenta, y

que implican una pérdida de rendimiento (Lotero et al., 2005; Vicente et al., 2007):
« Formacion de jabones con el catalizador por la neutralizacién de los &cidos grasos.
e Saponificacion de triglicéridos en las mismas condiciones que el caso anterior.

« Presencia de agua, que puede reaccionar con los ésteres metilicos para formar de nuevo
el acido graso o hidrolizar los triglicéridos produciendo mono y diglicérido y &cidos

grasos.

La saponificacion es un proceso del todo indeseable, porque ademas de eliminar materia prima
(triglicéridos y acidos grasos) favorece la disolucion de los ésteres metilicos en la glicerina formada,
mediante un proceso de emulsion (Vicente et al., 2007). Estas reacciones implican una pérdida tanto
de materia prima como de catalizador, ademas de una complicacion en el proceso de separacion y

purificacion de los ésteres formados (Vicente et al., 2004; Lotero et al., 2005).
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El mecanismo de la alc6holisis basica se describe en la Figura 4 (Lotero et al., 2005).

n ROH + B RO« BH'

0
fa} )J\r" ﬂ O o
/”\ #] Ry . - /Lk §]
() R G—C s LR = R {\.l_<_
0 0
\tl;l\ Rs \Fl“' R

B: catalizador bdsico

Ri: cadenas de los dcidos grasos

(1) Formacion de las especies activas gracias al catalizador.
(2) Ataque nucleofilo del RO- al grupo carbonilo del triglicérido, dando un intermediario tetraédrico.
(3) Ruptura del compuesto anterior.
(4) Regeneracién del RO- como especie activa
Nota: Esta secuencia se repite de la misma forma con el diglicérido y el monoglicérido.

Figura 4. Mecanismo de transesterificacion basica de un triglicérido.

Pese a los inconvenientes de este método, hay que destacar que existen lineas de investigacion
gue proponen soluciones. La conversion de acidos grasos en jabon puede evitarse utilizando
materias primas con un bajo indice de acidez (<0,5 %), y el empleo de catalizadores basicos que no

contengan el grupo hidroxilo (Fréhlich y Rice, 1995; Vicente et al., 2004).
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La alternativa al método anterior implica emplear un catalizador acido. Como es de suponer, esto
presenta una serie de ventajas pero también de inconvenientes. Dentro de las primeras destaca la
desaparicion de las reacciones laterales que se acaban de explicar en el caso de la catalisis basica.
Al mismo tiempo, el rendimiento en la obtencién de biodiésel se incrementa al esterificarse también
los &cidos grasos (Meher et al., 2006). Finalmente, su utilizacion simplifica y economiza el tratamiento
posterior de los productos (separacion y purificacién) al no tener lugar la saponificacién (Vicente et al.,
2004).

En cuanto a los inconvenientes, la principal razén por la que este método no se usa a escala
industrial es el aumento en la severidad de las condiciones de reaccion. Se hace necesaria una
mayor temperatura y presién, ademas de una rapida agitacion y mayor tiempo de reaccion (Lotero et
al., 2005).

El catalizador acido mas utilizado tradicionalmente ha sido el acido sulfdrico (Garcia y Garcia,
2006) y el mecanismo que sigue la reaccion en este caso es el descrito en la Figura 5 (Lotero et al.,
2005).

(1) Protonacién del grupo carbonilo por el catalizador acido.
(2) Ataque nucleofilo del alcohol, con formacién de un intermediario tetraédrico.
(3) Migracion del protén y ruptura del compuesto anterior.

Figura 5. Mecanismo de transesterificacion acida de un triglicérido.
Esta secuencia se repite dos veces mas, con el diglicérido y el monoglicérido formados

secuencialmente hasta completar el proceso de transesterificacion.
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5.3.2. Esterificacion

Combinado con la transesterificacion se usa la esterificacién, a fin de convertir los acidos grasos

presentes en la materia prima en ésteres metilicos. El esquema general de esta reaccién aparece en

la Figura 6:
Catalizador (Acido)
R - COOH 4 CH,0H ——» R-(000-(H, & H,0
Acide Graso Ester Metilico

Figura 6. Esquema de la reaccidn de esterificacion.

Existen numerosos procesos para llevar a cabo esta reaccién, pero el mas comudn consiste en el
calentamiento de una mezcla de alcohol y del &cido graso correspondiente con acido sulfirico. Este
ultimo, a la vez que como catalizador actlla como sustancia higroscépica absorbiendo el agua

generada en la reaccién. Se puede sustituir este acido por fosférico concentrado.

Este proceso se conoce como esterificacion de Fisher, y su mecanismo aparece en la Figura 7
(Vollhardt y Schore, 1998).

+ _ _H
M O R1—G—OH
R'IKKOH
R2—0—H
.-"G.\, -
H™ "ro2
s OH ks
(2) m_?I,OH R1—C DﬁH:A i
R2—O=H~ . R
+ " R2—0 R2—0)
{\+
OH +FH
| = e T 8]
® RI—C-OH—= § A— I
- R1—C~0-R2 R1—=“~0—=R2

(1) Protonacion del oxigeno del carbonilo y ataque nucleofilo del alcohol.
(2) Pérdiday ganancia de un protén.
(3) Pérdida de agua y del protdn para dar el éster.

Figura 7. Mecanismo de esterificacion acida de acidos grasos.
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Al igual que en el caso de la transesterificacién existen numerosos catalizadores, tanto

homogéneos como heterogéneos, de los que ya se ha hablado anteriormente.

5.3.3. Proceso combinado

Vistos los procesos de transesterificacion y esterificacion, se puede pensar en la posibilidad de
realizar un proceso que combine ambos en un solo paso. Debido a las reacciones laterales que se
explicaron en la catalisis basica, se descarta el uso de un catalizador de esta naturaleza para

aquellas materias primas con un porcentaje de acidos grasos mayor del 2%.

Sin embargo, un &cido puede catalizar ambas reacciones sin producir esas reacciones
indeseables. El tiempo de reaccién vendria controlado por la etapa de transesterificacién, que es la
mas lenta, pero el ahorro de tiempo y recursos si se hace el proceso combinado es notable. Por estos
motivos en el presente proyecto se seguira este proceso en un solo paso, utilizando como catalizador

acido clorhidrico.
6. Situacion actual de la produccién de biodiésel.

Segun datos expuestos por la European Biodiesel Board, la produccién de biodiésel en la UE en
el afio 2007 super6 los 5,7 millones de toneladas, lo que supuso un incremento del 16,8% frente al
afo anterior. (www.ebb-eu.org). La Figura 8 recoge dicho crecimiento asi como los principales paises

productores:

6000
5000
4000 [ Germany
_ @ France
3000 EFi5 | Italy
Fu 15 B Others EU
zuun | e EUFLY .Tn,tal EU
EL-15 P ——
1000+ - = ] Wl
- m.] [N |

1993 Zﬂﬂﬂ 2002 2003 2004 2005 . 2006 2007

Figura 8. Evolucion de la produccién de biodiésel en la UE

Tal y como puede observarse, Alemania es el mayor productor en la UE acaparando casi la mitad
de la produccion total. Espafia, junto con el Reino Unido y Eslovaquia, es el pais en el que el sector
del biodiésel ha experimentado el mayor crecimiento en los Ultimos afios, aunque como se vera a

continuacion esto no significa que la situacion sea buena.
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El sector del biodiésel en Espafa se encuentra actualmente en un momento critico. La mitad de
las treinta y seis plantas abiertas en los Ultimos afios estan completamente paradas, tras haberse
invertido mas de 600 millones de euros y creado unos 1.000 empleos, mientras que la mayoria de las
que siguen operando lo hacen muy por debajo de su capacidad. El ratio medio de
produccion/capacidad se situ6 en 2008 en el 9%, lo que resulta incompatible con la supervivencia del
sector. La importacion de biodiésel subvencionado y con dumping (practica de comercio por la cual
una empresa fija un precio inferior para los bienes exportados que para los mismos bienes vendidos
en el pais) de Estados Unidos y otros paises, que se hizo en 2008 con el 71% del mercado espafiol

(51% en 2007), ha sido uno de los principales factores que ha provocado esta crisis.

“Cuando el biodiésel que se consume mayoritariamente en Espafia viene del extranjero,
aprovechandose de subvenciones y dumping, mientras las plantas productoras del pais agonizan, es
evidente que la politica espafiola de biocarburantes esta fallando gravemente”, asegura Roderic

Miralles, Presidente de APPA Biocarburantes. (www.appa.es)

Los principales elementos que configuran el panorama del biodiésel en Espafia al finalizar el afio

2008 son los siguientes:

« Existen 36 plantas de produccién de biodiésel en Espafia con una capacidad total
instalada que supera los dos millones de toneladas/afio (Tabla 4). En 2008 entraron en
funcionamiento 12 nuevas plantas que incrementaron la capacidad instalada en 1,2

millones de toneladas, lo que supone multiplicarla por 2,5.

e A pesar del significativo incremento en la capacidad instalada, la produccion de biodiésel
en Espafia crecié solo un 28% respecto al afio anterior, situdndose en algo mas de
190.000 toneladas. Ello supone un nuevo record negativo del ratio produccion/capacidad,
que se situd en el 9% en 2008 (anexo VI). Dos terceras partes de las plantas estuvieron

paradas o produciendo por debajo del 10% de su capacidad (anexo 1X).

e Todo ello mientras el consumo de biodiésel en automocién en Espafia se dobl6 el afio
pasado hasta situarse, segun datos de CORES, en mas de 586.000 toneladas. El 71% de
este consumo se satisfizo con biodiésel importado, cuando en 2007 dicha cuota de

mercado fue del 51%.

Actualmente existen en Espafa 36 plantas de biodiésel construidas, que seran 54 en 2009 (18
mas), con una capacidad de producciéon de mas de 2 millones de toneladas al afio (www.appa.es).

En la Tabla 4 se muestran los datos mas representativos de las plantas presentes en Espafia:
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Tabla 4. Plantas de produccion de biodiésel en produccion en Espafia en el afio 2008.

EMPRESA LOCALIDAD PROVINCIA | CAPACIDAD (t)
Infinita Renovables Castellon Castellon 300.000
Bioenergética Extremeria 2020 Valdetorres Badajoz 250.000
Bio-Oils Huelva | Palos de la Frontera Huelva 250.000
Combustibles Ecoldgicos Biotel Barajas de Melo Cuenca 150.000
Biocarburantes CLM Ocafia Toledo 105.000
Biodiésel Aragén Altorricén Huesca 100.000
Linares Biodiésel Technology Linares Jaén 100.000
Biocom Energia Algemesi Valencia 75.000
Biodiésel Caparroso Caparroso Navarra 70.000
Biocombustibles de Cuenca Cuenca Cuenca 50.000
Ecoproductos Cast. La Mancha Montalbo Cuenca 50.000
Bionet Europa Reus Tarragona 50.000
Entaban Biocomb. Guadalquiv. Sevilla Sevilla 50.000
Biodiésel Castilla la Mancha Santa Olalla Toledo 45.000
Biodiesel de Andalucia 2004 Fuentes de Andalucia Sevilla 40.700
Combunet Monzén Huesca 40.000
Energia Gallega Alternativa Cerceda A Coruia 40.000
Bionor Berantevilla Berantevilla Alava 35.320
Biocarburantes de Galicia Begonte Lugo 35.000
Grupo Ecoldgico Natural Llucmajor Baleares 33.000
Stocks del Valles Montmelé Barcelona 31.000
Hispanergy Puertollano Ciudad Real 25.000
Entaban Biocomb. del Pirineo Alcala de Gurrea Huesca 25.000
Biocarburantes Almadén Almadén Ciudad Real 21.000
Biocarburantes de Castilla Valdescorriel Zamora 20.000
Diesol Alcala de Henares Madrid 15.000
Bioteruel Albalate del Arzobispo Teruel 10.000
Comb. Ecol. Mediterrdneo Elda Alicante 10.000
Albabio Andalucia Nijar Almeria 6.000
Biocarburos de Almanzora Cuevas de Almanzora Almeria 6.000
Biodiésel Carburantes Carranque Toledo 6.000
Bercam Los Yébenes Toledo 6.000
Bionorte San Martin del Rei Asturias 5.000
Biocomb. De Castillay Ledn San Cristobal de Entrevias| Zamora 6.000
Transportes Ceferino Martinez Vilafant Girona 5.000
Asthor Biodiésel Gijén Asturias 4.000
TOTAL 2.070.020

Ya se ha comentado que la pésima situacién del sector se debe a la fuerte presencia de
importacion de biodiésel, principalmente de Estados Unidos. El biodiésel estadounidense se beneficia
de una importante subvencion fiscal en origen (300 $/tonelada), lo que ha permitido que se venda en

la Unién Europea por debajo de su precio de origen (dumping).
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Por este motivo, y tras nueve meses de investigacién, la Comisién Europea ha adoptado medidas
arancelarias para contrarrestar el efecto de estas importaciones y combatir asi la subvencién en
origen y el dumping. Estas medidas tienen caracter provisional, ya que solo estaran vigentes por un
periodo de cuatro meses (a partir del 13 de marzo del presente afio). En cualquier caso son de
aplicacion automatica, a partir de su entrada en vigor, en todos los puestos fronterizos aduaneros de

la Unién Europea (www.appa.es).

Aunque el sector entiende que estas medidas arancelarias son suficientes como para tener un
efecto disuasorio sobre las importaciones, Roderic Miralles cree que “si no se adoptan medidas
legales de ambito interno en Espafia nos podemos encontrar con que el biodiésel subvencionado por
Indonesia, Malasia o Argentina sustituya totalmente al que llega de Estados Unidos y, por ende, estos

aranceles no sirvan en Ultima instancia para casi nada”.

Llegados a este punto, los productores de biodiésel de Espafia miran al futuro con un poco mas
de optimismo, aunque con ciertas reservas a la espera de ayudas y medidas definitivas, que les
permitan por fin ser competitivos en un mercado muy prometedor si finalmente se logra una

competencia adecuada.

En cuanto a aplicacién, el biodiésel siempre se asocia con automdviles, pero se empieza a hablar
con fuerza de su uso como combustibles para aviacion, tras el éxito del primer vuelo con
biocarburantes que tuvo lugar el 14 de febrero de 2008 por parte de la compafiia Virgin. El avion que
lo realiz6 fue de Londres a Amsterdam utilizando, en parte, un biocarburante derivado de una mezcla

de aceite de cacahuete y de palma de babassu brasilefa.

En lo que a este proyecto respecta, hay que destacar que las grandes empresas fabricantes de
aviones ven en los biocombustibles de tercera generacion la fuente de origen del biodiésel a utilizar.
El Director gerente de Boeing, Billy Glover, ha manifestado su deseo de que los biocarburantes estén
certificados en 2013, y estima que las microalgas seran la materia principal de produccién de éstos
en un plazo de 10 a 15 afios. En la misma linea se sitian las declaraciones de Sir Richard Branson,
presidente de Virgin, quién ha expresado que “las algas seran con toda seguridad, la materia prima
fundamental en la fabricacién de carburantes para aviacion”, y que se habia planteado crear una

rama de su empresa dedicada a la produccion de biodiésel (www.appa.es).
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Capitulo Ill. Objetivos.

El presente trabajo se enmarca dentro de una linea de investigacion sobre producciéon de
biodiésel de tercera generacion obtenido a partir de microorganismos oleaginosos (hongos, bacterias,

levaduras, microalgas).

El objetivo general de la presente investigacion consiste en la bisqueda de nuevas materias
primas adecuadas para la produccion de biodiésel y la evaluacion de su uso potencial en los

procesos de produccion de este biocombustible.

Los objetivos especificos que se persiguen en este trabajo son los siguientes:

- Caracterizacion de la fraccion lipidica contenida en la biomasa de una estirpe modificada
genéticamente del hongo Mucor circinelloides. El hongo liofilizado procede del Departamento

de Genética y Microbiologia de la Universidad de Murcia.

- Estudio de la influencia de la temperatura, concentracién de catalizador y relacion masica del
disolvente en el proceso de produccién de biodiésel en una Unica etapa mediante catalisis
acida con HCI. Como variables dependientes del proceso se seleccionaran la pureza en

ésteres metilicos del biodiésel producido y el rendimiento del proceso.

- Optimizacién de las condiciones de operacidon anteriormente sefialadas mediante la
aplicacion de un disefio factorial de experimentos y de la aplicacion de la metodologia de

superficies de respuesta.
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Capitulo IV. Metodologia experimental.

En este capitulo se recogen las instalaciones y los procedimientos llevados a cabo en el
desarrollo asi como todos los materiales, materias primas y reactivos utilizados en el transcurso de la

experimentacion.

1. Instalaciones.

En este apartado figuran los diferentes tipos de instalaciones que fueron necesarias para realizar

el proceso de obtencion de biodiésel a partir de microorganismos.

1.1. Equipos de extraccion.

Durante el desarrollo del proceso de extraccion de los lipidos contenidos en la biomasa se han

empleado los siguientes aparatos:

» Bafio de ultrasonidos: Branson 5510.
* Matraz kitasato de 250 ml y filtro de placa

+ Estufa: Heraeus, Function line.

1.2. Equipos de reaccion de obtencion de biodiésel.

El reactor en el que se llevaron a cabo las reacciones es de la casa Bichlglaususter, modelo
Miniclave Drive “cyclone 075", condiciones de operacidn maximas de 10 bar/145 psi/200°C, recipiente
de cristal de 100 ml, y conexiones de 1/4” para indicador de presion, disco de ruptura, valvula de

control, medidor de temperatura, etc. Agitador integrado con rango de operacion de 100-3000 rpm.

Para el control de temperatura se utilizdé una placa calefactora con bafio termostatizado

equipada con un termometro digital y agitacion magnética. La placa es de IKA, modelo RET Basic.

1.3. Equipos de separacion de los productos de reac  cion.

Para el proceso de separacion se utilizaron embudos de decantacion de 250 ml de capacidad.

2. Materiales.

Los materiales empleados se dividen en materias primas, catalizadores, disolventes utilizados en

la extraccion, reactivos utilizados en los andlisis y patrones empleados en los calibrados.
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2.1. Materias primas.

Para este trabajo se empleé como materia prima biomasa de la siguiente estirpe del
microorganismo Mucor circinelloides: Estirpe MU200-4, que es una cepa mutante con la propiedad de
no acumular carotenos, crecida en medio liquido y en presencia luz con una concentracién de
glucosa de 20 g/l. Esta estirpe fue proporcionada por el grupo de Gendmica y Biotecnologia Molecular

de Hongos de la Universidad de Murcia, y ha sido modificada genéticamente con el fin de:

» reducir el contenido en carotenos
e aumentar la acumulacion total de lipidos,

e aumentar la fraccion lipidica saponificable,

El metanol empleado en la reaccién es el principal reactivo. Es de la casa Scharlab, su pureza es

de 99,98 %, su peso molecular es 32,04 g/mol y su densidad 0,79 g/ml

2.2. Reactivos y catalizadores.

Para catalizar esta reaccion directa de obtencion de ésteres metilicos se empled HCI disuelto en
metanol, de la casa Fluka y con una concentracién de 1,25 M.
2.3. Disolventes usados en la extraccion.
Durante la extraccion se utilizaron los siguientes disolventes recogidos en la Tabla 5:

Tabla 5. Disolventes empleados en la extraccion.

Nombre Casa comercial Pureza
Cloroformo Scharlab 99,47%
Metanol Scharlab 99,98%

2.4. Reactivos utilizados en los analisis.

Los reactivos empleados en las distintas técnicas de analisis se muestran en la Tabla 6:

Tabla 6. Reactivos para los andlisis.

Nombre Casa comercial Pureza
Acetato cuprico Aldrich 98%
Acido acético glacial Scharlab 99,80%

Benceno Scharlab 99,90%
Etanol Scharlab 96%
Dietileter Scharlab 99%
Hidréxido potasico Scharlab 85%
n-Heptano Sigma >99%
n-Hexano Scharlab 96%
Piridina Aldrich >99%
Yodo sélido Scharlab 99,8%
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2.5. Patrones empleados en los calibrados.

Los patrones de calibrado empleados en el presente proyecto de investigacion se muestran en la
Tabla 7:

Tabla 7. Patrones para los calibrados.

Nombre Casa comercial Pureza
Acido oleico Sigma 99%
-caroteno Fluka 97%
Colesterol Fluka >99%
Oleato de metilo Sigma 99%
Retinol Fluka >99%
Trioleina Sigma >99%

3. Métodos de analisis.

3.1. Cromatografia de capa fina.

La cromatografia de capa fina, o “Thin Layer Chromatography” (TLC), es una técnica analitica
sencilla, rapida y econémica que proporciona una rapida respuesta sobre la composicion de una
mezcla. La placa donde tiene lugar es una lamina de cristal, metal o plastico recubierta con una fina
capa de un solido adsorbente (normalmente silice o alimina). Una pequefia cantidad de muestra se
inyecta cerca de la parte inferior de la placa. Esta se coloca en un recipiente especial con una
determinada mezcla de disolventes en el fondo de manera que la mezcla moja Unicamente la parte

inferior de la placa, y por capilaridad va ascendiendo lentamente por ella.

Segun asciende el eluyente, se establece un equilibrio para cada componente de la muestra entre
sus moléculas adsorbidas en el solido y las que permanecen en disolucion. En principio, los
componentes diferiran en solubilidad y en la fuerza con la que se adsorban, avanzando a diferente
velocidad cada uno de los componentes en su ascenso por la placa. Cuando el eluente alcanza la
parte superior de la placa, se saca ésta del recipiente, se seca, y se procede a su revelado. La
técnica utilizada para el revelado en este proyecto consiste en exponer la placa a vapores de yodo.

Seleccionando adecuadamente los disolventes, sus proporciones y los tiempos de elucion se
logran separar tanto los componentes lipidicos de una estirpe, como los de la mezcla de los
productos de reaccion del proceso de biodiésel. En el caso estudiado las condiciones se describen en
la Tabla 8:
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Tabla 8. Condiciones para cromatografia de capa fina.

> 87 % hexano (v/v)
Fase X "
Movil > 12 % éter etilico (v/v)
> 1 % &cido acético glacial
Inyeccion 1w
Revelador Yodo

En este trabajo se utilizan placas cromatograficas de aluminio cubiertas de gel de silice cuyas
dimensiones son 20 x 20 cm (MACHEREY-NAGEL, Alugram® SIL G/UV). La muestra se aplica con
una micro-jeringa, manteniendo una distancia de separacién entre muestras de 2 cm y 1,5 cm al
borde inferior de la placa. El tiempo de elucién es de aproximadamente una hora y el de revelado,

realizado en posicion horizontal, de 15 minutos.

Para preparar la muestra para la cromatografia de capa fina se pesé la cantidad de producto
obtenida tras la extraccién, y se calculé su volumen considerando que todo el lipido es trioleina, de
densidad 0,91 g/I. A continuacion se adicioné un volumen de n-hexano 11 veces superior al de lipido
para diluirlo. Ademas, para el analisis del producto extraido, se adicionan a la muestra 0,025 g de
patron de ésteres metilicos, que actuaran como patrén interno para el posterior andlisis cuantitativo.

De la disolucion resultante se tomé 1 ul con la microjeringa para inyectarlo en la placa.

El tratamiento del producto de reaccion fue el mismo, excepto en la adicién del patron de ésteres,

qgue no es necesario en este caso.

3.1.1. Andlisis cualitativo.

Tras el proceso de TLC y su revelado, las manchas correspondientes a cada compuesto
aparecen a distintas alturas en la placa. Para identificar los compuestos se comparan estas manchas

con las producidas por patrones conocidos, o se recurre a la bibliografia.

En este proyecto, al ser continuacion de otro anterior (Martinez, 2007), se siguieron los pasos en
él descritos para realizar la inyeccion de estos patrones y su comparacion con las muestras a

analizar.

Los patrones empleados en dicho proyecto fueron los siguientes: carotenoides (B-caroteno), éster
metilico (oleato de metilo), triglicéridos (trioleina), éster de esterol (éster de colesterol), esterol

(colesterol), acido graso (acido oleico) y retinoides (retinol).

3.1.2. Analisis cuantitativo.
Ademas del analisis cualitativo, la técnica de TLC puede ser usada para conocer la composicién
de la muestra analizada. Esto es asi gracias al software UN-SCAN IT gel 6.1. El tamafio e intensidad

de las manchas obtenidas tras la TLC es proporcional a la cantidad del compuesto en cuestién en la
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muestra inicial, y estos dos parametros son medidos con ayuda del software anterior que cuantifica el

numero de pixeles de cada mancha. Para hacer esto se debe digitalizar la placa de TLC tras el
revelado.

Una vez digitalizadas las manchas, se usan los calibrados para obtener el porcentaje en peso de
la fraccion de lipidos extraida y del producto de cada reaccion. Para su elaboracién se emplearon los
patrones descritos en el apartado anterior, con el de ésteres metilicos como patrén interno. Se
realizaron en dos rangos de concentraciones: bajas para el biodiésel y altas para los lipidos, llegando
a los siguientes resultados:

e Composicion lipidica del microorganismo:

Aac _ 1,516|3CA—G +0,029; R?=0,991
AEMm Cem

A16 _ 1,512E)CT—G +0,027; R? = 0,995
AEm Cem

AC CC 2
—C -14445—C 0,007 R?=0,990
AEm Cem

A R CR 2
—R -37370-R + 0057, R?= 0,939
AEm Cem

A E CE 2
—E -35035—E -0,014;R*= 0,051
Aem Cem
Aee _ 2,4699(:& ~0,003; R? = 0,950
AEm Cem

* Resultados de reacciones:

A C

_AG _ 0842-AC 4 0001: R? = 0,963
Aem Cem

A c

— TG _10160-"C +0,003: R?=0,978
AEm Cem

Siendo A; el nimero total de pixeles calculado con el programa para cada especie, y C; la
concentraciéon en g/ml. El significado de los subindices es el siguiente: AG: acidos grasos, EM:

ésteres metilicos, TG: triglicéridos, C: carotenoides, R: retinoides, E: esteroles, EE: ésteres de esterol.
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El calibrado de los triglicéridos se aplic6 igualmente para determinar la concentracién de los

monoglicéridos y diglicéridos.

Con las éareas calculadas con el UN-SCAN IT gel 6.1 y conocida la concentracion de ésteres
metilicos (ya que es el patrén interno), se despeja el valor de la concentracién para cada compuesto y

a partir de ahi se calcula la composicion en peso de la muestra.

Los lipidos polares no tuvieron un calibrado especifico, calculandose su porcentaje en peso por
diferencia hasta cien respecto de la suma de los porcentajes del resto de compuestos. Como se vera
mas adelante, el porcentaje exacto de fosfolipidos, uno de los componentes de los lipidos polares, si

puede ser calculado con mediante espectrometria de emisién atdmica por plasma (ICP).

Para calcular la composicién del biodiésel, se despeja la relacién de concentraciones en lugar de
la concentracion del compuesto. La cantidad de lipidos polares se calcula multiplicando el area de su
mancha por el peso del biodiésel obtenido, y dividiendo el resultado entre la suma de las areas de las
manchas del resto de compuestos. Conociendo las relaciones de concentracién de los compuestos
presentes en cada muestra, y la cantidad de lipidos polares, el dltimo paso es despejar la cantidad de

ésteres metilicos de la siguiente expresion:

o m .
Masabiodiésel= E '—mg,, + Masalipidospolares
|

La relacién de concentraciones coincide con la relacién de masas.

3.2. Cromatografia de gases.

Para analizar los componentes de la fraccion lipidica se recurrié a la técnica de cromatografia de

gases, con la que se obtuvo el perfil de los acidos grasos presentes en dicha fraccion.

3.2.1. Perfil de acidos grasos.

Los &cidos grasos forman un grupo muy heterogéneo, pudiendo encontrarse de forma libre o bien
como parte de otros lipidos mas complejos, como los mono-, di- y triglicéridos o los fosfolipidos,

esfingolipidos y glucolipidos.

El perfil de acidos grasos se determiné de acuerdo con el procedimiento descrito en la norma
UNE EN 14103.

Para realizar el perfil se utiliz6 como muestra el producto de una de las reacciones de
transesterificacion (Tabla 22, reaccion 14), el cual contenia los ésteres metilicos formados a partir de
los acidos grasos presentes en la materia prima. Se escogi6 el producto de la reaccion indicada por

su elevada pureza.
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Para preparar la muestra se pesaron 0,05 g de la misma y se diluyeron en 1 ml de n-heptano. A
continuacion, se procedio a la inyeccién de 1 pl la disolucién resultante en un cromatégrafo de gases
de Varian, modelo CHROMPACK CP-3800, con detector de ionizacion de llama (FID) y columna
capilar de Teknokroma, modelo ZEBRON ZB-WAX, cuyas dimensiones son las siguientes: 30 mm x
0,32 mm y un espesor de pelicula (DF) 0,25 um. Las condiciones de trabajo de este equipo son las

detalladas en la Tabla 9:

Tabla 9. Condiciones de operacién del cromatégrafo de gases.

Condiciones del cromatégrafo
Relacion de split 1:50
Cantidad inyectada 1pl
Temperatura horno 210°C
Temperatura inyector 250°C
Temperatura detector 250°C
Caudal de gas por columna 1 ml/min
Caudal de aire 300 ml/min
Caudal de H; 30 mi/min
Caudal de make-up 25 mi/min

Para la cuantificacién de los diferentes acidos grasos se empled como patrén interno el éster

metilico del &cido heptadecanoico.

3.3. Determinacién de glicéridos.

Para determinar con mayor precisién la cantidad de mono-, di- y triglicéridos en los lipidos
extraidos se realizé un analisis cromatografico de acuerdo con el procedimiento descrito en la norma
UNE EN 14105.

El equipo empleado es un cromatégrafo de gases de Varian, modelo CHROMPACK CP-3800,
con detector de ionizacién de llama (FID) y columna capilar de Teknokroma, modelo ZEBRON ZB-
WAX, con las siguientes dimensiones: 30 mm x 0,32 mm y un espesor de pelicula (DF) 0,25 um. Las

condiciones de trabajo son las descritas en la Tabla 9.

En la norma UNE EN 14105 se detalla el proceso de preparacion de la muestra, que requiere
una derivatizacion previa y la adicién de un patrén interno. Tras la inyeccion de la muestra preparada
y pasados los 35 minutos que dura el analisis se obtuvo un cromatograma, con el que por
comparacién con patrones de mono-, di- y triglicéridos se identificaron los compuestos y su

concentracion.
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3.4. Espectrometria de emisién atémica por plasma (  ICP).

La técnica de espectrometria de emision atdmica por ICP se utiliz6 para determinar la cantidad de
fésforo de los lipidos extraidos, dato con el que se cuantificaran los fosfolipidos. Estos compuestos
contienen una molécula de &cido fosférico unida a otra de glicerol mediante un enlace éster. A su vez
el &cido puede enlazar con una base, aminoacido o alcohol. El resultado es una molécula con una

parte polar (el &cido fosférico), y otra apolar (la cadena carbonada).

Debido a este caracter polar, la TLC no es adecuada para cuantificar estas moléculas, ya que los
disolventes utilizados como eluyentes son apolares. Por esta razén se empled la espectrometria de

emisién atémica, que ademas presenta un limite de concentracion bajo.

Se utilizé un equipo Varian, modelo Vista AX CCD Simultaneous ICP-AES. Para la preparacion

de la muestra se siguieron los siguientes pasos:

1. Preparacion de la disolucion madre, mediante la dilucién de 50 mg de fraccion lipidica

extraida en 10 g de queroseno.

2. Preparacion de una segunda dilucién, tomando 0,10 g de la disolucién madre a los que se

adicionaron 8,90 g de queroseno y 0,10 g de Itrio, que actia como patrén interno.

Finalmente se realiz6 un calibrado en el rango de concentracion estudiado y se midié la cantidad
de fésforo en la muestra de lipidos. Con este dato se calculé el porcentaje de fosfolipidos, suponiendo

un peso molecular promedio igual al de la fosfatidilcolina (760,09 g/mol).

4. Desarrollo experimental.

El desarrollo experimental del proceso de produccién de biodiésel a partir de Mucor circinelloides

consto de varias etapas.

e Extraccion de los lipidos contenidos en las cepas de microorganismos.

« Una vez extraidos, se analizaron y caracterizaron mediante las técnicas de analisis
descritas anteriormente.

* Se llevé a cabo un disefio factorial de experimentos para estudiar distintas variables

implicadas en la reaccién de obtencién de ésteres metilicos.
4.1. Extraccion de la fraccion lipidica.

El método de extraccion utilizado en este proyecto es fruto de una investigacion anterior en la que
se estudiaron distintos sistemas para extraer lipidos, siendo el mas interesante el que se muestra a

continuacion:
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- Cloroformo-metanol 2:1 (Szczesna-Antczak et al., 2006; Zhu et al., 2002; Somashekar et
al., 2001)

Este procedimiento fue el que condujo a resultados mas satisfactorios, al conseguir un mayor
porcentaje de extraccion y menores pérdidas que los demas, motivo por el cual serd el utilizado en

este trabajo.

El cloroformo y el metanol son disolventes polares que disuelven con facilidad a los lipidos

contenidos en el microorganismo liofilizado. Para su extraccion se siguieron los siguientes pasos:

1. Se pesa aproximadamente 500 mg de microorganismo liofilizado en un tubo de centrifuga
tarado completamente limpio.

2. Se adicionan 20 ml de la mezcla cloroformo:metanol (2:1) y agitacion manual durante 30
segundos. Después, se sumerge el tubo de centrifuga en el bafio de ultrasonidos durante 5
minutos.

3. Sefiltra a vacio en un matraz kitasato. Se hace un lavado del microorganismo del filtro con 20
ml de la mezcla de disolventes en la misma proporcién que en el punto 2.

4. Tras el dltimo lavado se trasvasa el contenido del kitasato a un matraz esférico de 100 ml
previamente tarado, y se eliminan los disolventes de la fase liquida en un rotavapor. La
temperatura del bafio se fija en 70°C y se hace vacio (400 mbar aproximadamente).

5. El sélido se seca en una estufa a 90°C hasta peso constante (aproximadamente a los 900

minutos).

Hecho lo anterior, se procede a pesar el solido y los lipidos para el calculo posterior del

rendimiento de la extraccion.

4.2. Caracterizacion de la fraccion lipidica.

Tras la extraccion de los lipidos se procedié a su analisis con los métodos descritos en el

apartado 3, cuyos objetivos se recuerdan a continuacion:

o Cromatografia de capa fina : identificacion de compuestos y su porcentaje masico en la

muestra
o0 Cromatografia de gases : obtencion del perfil de 4cidos grasos

0 Espectrometria de emision atémica por plasma (ICP) : determinacion de la cantidad de

fésforo, para conocer el porcentaje en fosfolipidos
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4.3. Reaccion de obtencion de biodiésel.

Segun estudios previos se han descrito dos métodos para obtener biodiésel a partir de

microorganismos (Lewis et al., 2000)

Extraccién de los lipidos y posterior reaccién. Esta es la forma mas empleada en la
bibliografia (Nagle y Lemke, 1990; Miao y Wu, 2006; Xu et al., 2006)

Proceso directo de extraccidn-reaccion en un mismo paso. Este proceso solo ha sido
descrito en la literatura (Lewis et al, 2000) y realizado en investigaciones anteriores del
grupo (Sadaba, 2007).

El primero ha sido el método mas empleado y descrito en bibliografia, pero en el presente trabajo

se ha optado por el segundo. Las razones de esta eleccidn se encuentran en estudios anteriores que

demuestran que con este método se consiguen mayores rendimientos, con una duracion menor y

menor nimero de etapas a seguir en el proceso.

El procedimiento llevado a cabo es el siguiente:

1.

Se afiaden al reactor 1,75 g de microorganismo. Se decidi6 emplear esta cantidad de
materia prima tras valorar aspectos como la buena agitacion del medio de reaccién y la
cantidad de materia prima disponible para la realizacién de los experimentos.

Se adicionan las cantidades pertinentes de reactivo y catalizador para cada reaccion. Las
reacciones llevadas a cabo difieren en sus condiciones a fin de evaluar el efecto de
distintas variables, como se detallara en capitulos posteriores.

Se cierra correctamente el reactor y se presuriza con nitrégeno hasta 1,5 bar.

Para medir la temperatura tanto del bafio de silicona (que se calienta con una placa
calefactora y servira de calefaccién al reactor) como del interior del reactor, se colocan
sendos termodmetros, fijandose el setpoint del del bafio en la temperatura deseada.

La agitacion del interior del reactor se fija en aproximadamente 900 r.p.m.

Una vez alcanzada la temperatura deseada, se mantienen las condiciones constantes
durante una hora

Pasado este tiempo, se para la agitacion, se retira el bafio de silicona, y se libera la
presion lentamente. Una vez ha disminuido la temperatura, se abre el reactor y se

trasvasa su contenido a un recipiente de vidrio con tapon de plastico.

En caso de no poder tratar inmediatamente el producto, se conservara refrigerado en este

recipiente.

Tras la reaccién, obtenemos el producto mezclado con la biomasa de microorganismo empleada.

Como se ha comentado en este trabajo, ademas de ésteres metilicos en la transesterificacion se

obtiene glicerina, y es posible que parte del catalizador acido no haya reaccionado.
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Por tanto hay que someter al producto de reaccién a un tratamiento posterior, que se describe a

continuacion:

1. Filtracién a vacio para separar la biomasa de microorganismo. Se lava el recipiente de
vidrio con 40 ml de n-hexano:dietileter, en proporcion 80:20%, y se filtra también para
lavar la biomasa presente en la placa filtrante.

2. Se trasvasa lo filtrado a un embudo de decantacion de 250 ml y se adicionan 50 ml de
agua desionizada. Se agita la mezcla y se espera unos minutos hasta que se diferencien
con claridad dos fases, una organica en la parte superior y otra acuosa en la inferior.

3. A continuacion se pasa la fase acuosa a otro embudo igual que el anterior (la fase
organica se conserva en el primer embudo), y se le afiaden 50 ml de n-hexano y dietileter,
en la misma proporcién que en el punto 1. Se agita y espera hasta la buena separacion
de las fases.

4. Se repite el paso 3. Cuando se tengan las dos fases se elimina la acuosa, y se juntan las
tres fases organicas presentes en cada embudo en uno solo.

Se afladen a ese embudo 50 ml de agua Mili Q, se agita y se espera.
Se desecha la fase acuosa y se repite el paso 5.
7. Tras retirar nuevamente la fase acuosa, se trasvasa la fase organica resultante a un

matraz esférico de 250 ml.

Esta fase organica esta formada por el producto de reaccion y los disolventes empleados en la
extraccion que se acaba de detallar. Para eliminar estos disolventes utilizamos un rotavapor con
vacio, con el que calentamos el contenido de matraz hasta 70°C. A esta temperatura y trabajando a
vacio se evaporan los disolventes, quedando al cabo de unos minutos el producto de reaccion

Unicamente.

Este producto se pasa después (con ayuda de una pipeta) a un tubo de plastico previamente

pesado, que se volvera a pesar para calcular por diferencia la cantidad de producto obtenida.

4 .4. Caracterizacion de los ésteres metilicos.

Mediante la técnica de cromatografia de capa fina se analiz6 la composicion de la fase éster
formada. Se determinaron las concentraciones de ésteres metilicos, acidos grasos, mono-, di- y
triglicéridos y el resto de componentes no saponificados como fue descrito en el apartado de Métodos

de Andlisis.

Los resultados obtenidos con los distintos andlisis se contrastaron con los parametros recogidos

en la Normativa Europea EN 14214 para ésteres metilicos (Tabla 1).
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5. Disefo factorial de experimentos.

Para estudiar la influencia de determinadas variables en la reaccién de obtencién de biodiésel con

HCI como catalizador, se ha seguido la siguiente metodologia:

En primer lugar se realiza un disefio a dos niveles, lo que significa que los datos se ajustaran a un
modelo lineal. A fin de comprobar si el ajuste es correcto, se calcula la significacion de la curvatura
mediante la repeticién de experimentos en el punto central, calculando después el error asociado,

conocido como intervalo de confianza de la curvatura.

Si la curvatura resultante es significativa, los datos experimentales no se ajustan a un modelo
lineal, lo que hace necesaria la ampliacion de los niveles para conseguir un modelo de segundo

orden. En este trabajo se ha empleado un disefio central compuesto centrado en las caras.

Una vez hallado el modelo matematico que describa el comportamiento de los datos
experimentales, se procede a la optimizacion de las respuestas. Esta metodologia se detalla con

precision en el Anexo |.
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Capitulo V. Resultados y discusion.

En este capitulo se exponen los resultados obtenidos en las etapas de extracciéon de los lipidos
contenidos en los microorganismos, su caracterizacion posterior, y los resultados del disefio

experimental llevado a cabo.

1. Extraccion de los lipidos del microorganismo.

Tras las extracciones realizadas con el método explicado en el capitulo anterior, apartado 4.1, se
han obtenido los resultados del contenido en lipidos del microorganismo Mucor circinelloides.

En la Tabla 10 se muestran todos los resultados del balance de materia para cada una de las
cuatro extracciones realizadas, incluyendo la cantidad microorganismo de partida, la de lipidos

extraidos, la de biomasa libre de lipidos y las pérdidas durante las extracciones:

Tabla 10. Resultados de las extracciones de la fraccion lipidica.

Extraccion Masa inicial (g) Lipido (g) % Lipido Biomasa (g) % Biomasa % Pérdidas
1 0,5004 0,1567 31,31 0,3328 66,51 2,18
2 0,4999 0,137 27,41 0,3441 68,83 3,76
3 0,5010 0,1424 28,42 0,3557 71,00 0,58
4 0,5005 0,1408 28,13 0,3502 69,97 1,90

A modo de resumen se exponen en la Tabla 11 los principales datos de la tabla anterior,

promediados y con su error asociado:

Tabla 11. Datos promediados de los resultados de las extracciones.

Lipido (%) Biomasa (%) Pérdidas (%)
28,8+15 69,1+1,7 21+1,1

Como se comenté previamente (capitulo IV, apartado 2.1) la cepa de Mucor circinelloides
empleada en este trabajo esta modificada genéticamente, a fin de evitar la acumulacién de carotenos
y favorecer asi la acumulacion de lipidos. Ademas se ha desarrollado en medio liquido y en presencia

de luz, con una concentracion de glucosa de 20 g/l.

Para ver el efecto de la mutacion provocada se procedera a comparar esta cepa con la cepa
silvestre crecida en las mismas condiciones, excepto el medio de cultivo, que era un sélido (Martinez,
2007):

Tabla 12. Datos de la cepa silvestre de Mucor circinelloides.

Lipido (%) Biomasa (%) Pérdidas (%)
19,7+£11 76,7 £2,8 1,5+£0,6
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Existe una diferencia significativa entre el cultivo en medio sélido y liquido, siendo éste ultimo el
mas favorable para la acumulacién de lipidos (Martinez, 2007). Sin embargo se han empleado los
resultados de esta cepa silvestre por ser la desarrollada en condiciones mas parecidas a la cepa
mutante, sobre todo en lo que a presencia de luz se refiere, ya que es un requisito necesario para que
se exprese el gen que permite la sintesis de carotenos. Asi se podran comparar ambas cepas en este

aspecto.

Se aprecia por tanto un aumento significativo de la fraccién lipidica en la cepa modificada, lo que
se confirmara posteriormente con los resultados de TLC, se puede afirmar que la mutacién ha sido

positiva para conseguir una mayor acumulacion de lipidos.

2. Caracterizacion de la fraccion lipidica.

Antes de comenzar con las reacciones, se realiza un andlisis de la composicién de los lipidos

extraidos, que permitird conocer el tipo de materia prima con la que se trabaja.

2.1. Determinacién de la composicion en lipidos por TLC.

Previamente a valorar los resultados de la cromatografia, se describirdn los compuestos que

encontraremos en el cromatograma:

- Lipidos insaponificables

Se detectan carotenoides, esteroles, tocoferoles y retinoides. Con este tipo de lipidos no se
puede producir ésteres metilicos, pero dan lugar a reacciones secundarias que impurifican el

producto de reaccion.

- Lipidos saponificables

Este tipo de compuestos es el que da lugar a la formacién de ésteres metilicos. Se aprecian en
el cromatograma ésteres de esterol, triglicéridos, acidos grasos, diglicéridos, monoglicéridos y lipidos
polares. Estos ultimos no son afines al eluente, por lo que permaneceran en el lugar de inyeccion de
la muestra. Son un grupo de lipidos heterogéneo (fosfolipidos, esfingolipidos y glucolipidos) que en

su estructura tienen uno o varios acidos grasos que pueden convertirse en ésteres metilicos.

En la Tabla 13 se exponen los resultados obtenidos, entre los que destaca el alto porcentaje de

triglicéridos y de lipidos polares. Los valores mostrados son el promedio de tres andlisis:
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Tabla 13. Composicion porcentual de los lipidos extraidos de las estirpes determinada a partir de TLC.

Tipo de lipido Contenido (%)
Acidos Grasos 11,8+0,2
Triglicéridos 436+1,2
% Diglicéridos 2,7+0,3
(8]
Z"E Monoglicéridos 2,1+0,2
;‘; Lipidos polares 39,7+1,.2
Esteres de esterol 0,7+0,2
Total saponificable 98,92 +1,2
. Carotenoides n.d.
E Esteroles y tocoferoles n.d.
g Retinoides 0,99 +0,16
ﬁ Total insaponificable 1,96 £ 0,16

n.d.: no detectable
Al observar la Tabla 13 es interesante destacar la ausencia de carotenoides asi como de
esteroles y tocoferoles en esta cepa mutante de Mucor circinelloides.
2.2. Perfil de 4cidos grasos segun cromatografia de gases.

Segun se describid en la Metodologia experimental, se realizd el andlisis de los lipidos por
cromatografia de gases y se obtuvo el perfil de acidos grasos. A partir de estos datos se obtiene la
distribucion que se muestra en la Tabla 14, donde se indican el nombre, la nomenclatura y la

composicién de cada acido detectado:

Tabla 14. Perfil de acidos grasos

Acido graso | Nomenclatura | Contenido (% p/p)
Miristico Cua0 1,4
Palmitico Ci60 18,8
Esteérico Cigo 3,8
Oleico Cisa 35,9
Linoleico Cis2 11,7
Linolénico Ciss 18,7
Araquidico Cao0 0,2
Behénico Ca20 0,1
Otros 9,4

Los acidos presentes en mayor proporcion son el Ci6.Y los Cyg, destacando entre estos Ultimos
el oleico, con un 35,9%. Los Cig constituyen la mayor parte de los acidos existentes en los lipidos

extraidos, con un 70,1% respecto del total.
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El porcentaje de acidos monoinsaturados es un factor importante en la produccion del biodiésel,
ya que cuanto mayor sea este parametro se obtendra un biocombustible de mayor punto de fusion.
Estos acidos son el Ci49, Ci60, Cigo, Co00 Y Ca0, VY entre todos suman un 24,3%. Los acidos
insaturados representan un 66,3%, y también se detecta un 9,31% de otros compuestos no

identificados.

2.3. Perfil de glicéridos.

El otro analisis cromatografico realizado en este trabajo tuvo por objetivo la cuantificacién de los
glicéridos de los lipidos extraidos. Se siguieron los pasos de la norma EN 14105 para preparar la
muestra y cuantificar la glicerina libre, los mono-, di- y triglicéridos. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 15

Tabla 15. Porcentaje de glicéridos en el lipido extraido

Compuesto | Contenido (% p/p)
Glicerina libre 0,08
Monoglicéridos 51

Diglicéridos 8,8
Triglicéridos 30,2

Los triglicéridos son los glicéridos con mayor porcentaje en la muestra, con un 30,2%, seguidos
de los diglicéridos con un 8,8% y por ultimo los monoglicéridos con un 5,1%. La glicerina libre tiene

escasa presencia, con menos de un 0,1%.

Al comparar estos datos con los calculados con la técnica de TLC (Tabla 13) se observa que el
porcentaje de triglicéridos obtenido es menor, y que los porcentajes de mono- y diglicéridos son

mayores.

Sumando el porcentaje de estos tres compuestos obtenido en cada técnica y comparandolos
entre si, se aprecia una diferencia de aproximadamente un 5%. Una posible explicacién a lo anterior
es que la norma EN 14105 esta indicada para el andlisis de glicéridos en muestras de ésteres
metilicos y en el presente trabajo se ha aplicado a los lipidos extraidos, lo que podria ser la causa de

esta diferencia.

No obstante, los resultados sirven para confirmar que la cantidad de triglicéridos es muy superior
a la de los mono- y diglicéridos y que estos tres glicéridos tienen una presencia importante en la

composicién de los lipidos extraidos.

Diego Martin Tejeda 42



Universidad
Rey Juan Carlos Capitulo V. Resultados y discusion.

2.4. Espectrometria de emisién atémica por plasma (  ICP).

Con este método se determiné la cantidad de fésforo en los lipidos extraidos. En la Tabla 16 se
muestra este resultado y el porcentaje de fosfolipidos tanto en la muestra inicial como en la fraccion
lipidica:

Tabla 16. Contenido en fosfolipidos y en otros lipidos polares.

Fosforo (ppm) | Fosfolipidos (% p/p) | Otros lipidos polares (% p/p)
7234 +111 17,77 £0,27 21,9+1,2

Observando el porcentaje total de lipidos polares calculado mediante TLC (Tabla 13) se aprecia
que éste es mayor que el obtenido para los fosfolipidos. Por tanto y como se comentd anteriormente,
no todos los lipidos polares estan formados por fosfolipidos, ya que dentro de este grupo se
encuentran también esfingolipidos y glucolipidos, cuya suma supone un 21,9% de la masa de la

muestra de lipidos extraidos.

3. Disefno experimental.

A continuacion se presentaran los resultados mas relevantes del disefio experimental. En estos
disefios es determinante la correcta eleccion de los factores y respuestas, asi como de sus niveles, y

por ello se comentaran en primer lugar.

3.1. Eleccion de los factores.

Las variables experimentales cuya influencia se desea conocer reciben el nombre de factores.

En este trabajo se desea estudiar las siguientes variables:

» Temperatura de reaccion. Esta variable es muy importante en el aspecto cinético, y
ademas a nivel industrial tiene un gran impacto en la economia del proceso, ya que
de ser necesarias calefaccion o refrigeracion los costes se veran incrementados de

forma notoria.

» Cantidad de catalizador. La concentracién de catalizador es fundamental de cara a
alcanzar altas conversiones, e interesa encontrar el valor éptimo para que esto
ocurra. Un defecto de catalizador disminuye la conversiéon pero un elevado exceso

complicaria la etapa posterior de purificacién del producto obtenido.
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» Cantidad de disolvente. En este caso el disolvente empleado, el metanol, es

3.2. Elec

Los niveles

también un reactivo, por lo que es positivo que se encuentre ligeramente en exceso
para favorecer la formacion de productos. No obstante, el volumen de reaccién
también se controlara con este compuesto, asi que se buscara un compromiso entre

ambos parametros.

cion de los niveles de los factores.

de operacion de los factores son los limites inferior y superior de su rango de

estudio. A continuacidon se exponen dichos niveles para cada uno de los factores descritos en el

apartado anterior:

>

Temperatura. Usando como referencia el punto de ebullicién del metanol, que a
presién atmosférica es de 60°C, se eligieron niveles extremos tanto por defecto
como por exceso: 30 y 95°C. De este modo se comprobara hasta qué punto se
puede disminuir o aumentar la temperatura de reaccion y seguir consiguiendo altos

rendimientos.

Cantidad de catalizador. Esta variable se estudié a partir del porcentaje de
catalizador respecto de la biomasa. Resultados de pruebas previas a las reacciones
indicaron que una relacion del 25% llevaba a altos rendimientos, por lo que se

establece un intervalo entre 5 y 45%.

Cantidad de disolvente. Sobre la base de experimentos preliminares se establecio

una relacion masica metanol:microorganismo en el intervalo 15-45.

Cabe destacar que el resto de condiciones de operacion se mantuvo constante. La velocidad de

agitacion fue de 900 r.p.m. con el fin de homogeneizar la mezcla. El tiempo de reaccion se fij6 en una

hora, y la presion fue ligeramente superior a la atmosférica (P =1,5 bar).

3.3. Elec

cion de las respuestas.

Se llama respuestas a las variables que se quieren medir, es decir, a aquellas variables

dependientes de

[ 2

los factores. Se eligieron las siguientes:

Pureza del biodiésel . En este caso se entiende por pureza la concentracion de
ésteres metilicos en el biodiésel. Se calcula mediante TLC. Para el cumplimiento de

la Normativa Europea EN 14214, esta pureza deberd ser igual o superior al 96,5%.

Rendimiento en peso del biodiésel . Se relacionara la cantidad de ésteres metilicos
del producto obtenido con la masa de microorganismo empleada en cada reaccion.
De este modo se podra observar en qué condiciones se extrae y reacciona la mayor

cantidad de lipidos en el proceso de extraccién-reaccion en un solo paso.
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3.4. Obtencién del modelo de primer orden.

Para el estudio del comportamiento de las distintas variables, ser procede en primer lugar a la
aplicacién de un modelo de primer orden. Con objeto de comprobar si las respuestas se ajustan o no

a un modelo lineal, se calculara la curvatura de cada una de ellas.
I. Planificacién de los experimentos.

Para la planificacién de esta parte del trabajo se ha seguido la estructura de un disefio factorial a
dos niveles. De este modo los experimentos se pueden agrupar en las dos etapas propias del disefio,

que son:
- Disefio factorial: 2 experimentos

- Repeticién de experimentos en los puntos centrales: cuatro experimentos.

La primera de estas etapas se desarrolla considerando los factores descritos anteriormente:
temperatura de reaccion, relacién masica de catalizador y relacién masica de disolvente. Por tanto el

valor de k sera igual a 3 en este caso, lo que supone un total de 8 experimentos.

Los datos del disefio se muestran en la Tabla 17, en la que aparecen los valores en escala

natural y de forma codificada (+1 para nivel superior, -1 para nivel inferior y O para nivel central):

Tabla 17. Matriz experimental con niveles en escala natural y codificados.

Reaccion T (°C) C (%) S (p/p) Xt Xc Xs
1 95 45 45 +1 +1 +1
2 95 45 15 +1 +1 -1
3 35 5 45 -1 -1 +1
4 35 45 15 -1 +1 -1
5 95 5 45 +1 -1 +1
6 35 45 45 -1 +1 +1
7 95 5 15 +1 -1 -1
8 35 5 15 -1 -1 -1
9 65 25 30 0 0 0

10 65 25 30 0 0 0
11 65 25 30 0 0 0
12 65 25 30 0 0 0

Nota: T: temperatura de reaccion; C: porcentaje de catalizador respecto biomasa; S: relacion masica
metanol/biomasa. Los subindices T, C y S hacen referencia a estos tres factores respectivamente.

II. Resultados del modelo de primer orden.

En la Tabla 18 se muestran los resultados obtenidos para cada una de las reacciones anteriores,
que fueron realizadas en un orden aleatorio con el objetivo de minimizar errores debidos a posibles

tendencias sistematicas en las variables.
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Tabla 18. Resultados experimentales
Reaccion Xt Xc Xs Pureza (%) | Rto en peso (%)
1 1 1 1 98,1 21,9
2 1 1 -1 97,1 20,9
3 -1 -1 1 4,1 0,8
4 -1 1 -1 80,5 16,8
5 1 -1 1 15,6 3,0
6 -1 1 1 67,0 17,2
7 1 -1 -1 18,2 4,4
8 -1 -1 -1 3,9 0,5
9 0 0 0 93,4 24,8
10 0 0 0 93,9 23,2
11 0 0 0 95,0 24,0
12 0 0 0 93,9 25,7

lll. Pruebas de significacion.

Una vez obtenidos los resultados tras los experimentos, se procede a la realizacion de un andlisis

estadistico, con el cual se calcularan los efectos e interacciones principales de cada variable (Ver

Anexo 1). En la siguiente tabla aparece este andlisis para la pureza y el rendimiento en peso del

biodiésel:

Tabla 19. Efectos principales e interacciones de la pureza y del rendimiento en peso de biodiésel.

Efectos

Pureza (% peso)

Rendimiento (% peso)

Principales

Interacciones

|T-C-S = 4,32

Significacién (Nivel de confianza: 95%)

Respuesta media
Desviacién estandar
Intervalo de confianza
Variables significativas

63,4
0,68
+1,08

It=18.34, Ic =75.22, Is=-3.72

It.c=5.48, IT.s=2.92, Ic.s = -2.52,

T,C,S, T-C, T-S, C-S, T-C-S

I+=3.72,1c=17.02, 1s=0.08

IT.c=0.68, It.s=-0.28, Ic.s = 0.62
|T-C-S =0.58

15,3
1,07
+1,71
T,C

Comentario : En esta tabla los subindices T, C y S hacen referencia a la temperatura, porcentaje de
catalizador respecto biomasa, y relacion masica disolvente/biomasa. Para el calculo del intervalo de confianza se
utilizé un valor del estadistico de Student t = 3,182 (3 grados de libertad y 95% de nivel de confianza.

En la tabla se han destacado Unicamente las influencias significativas, que son aquellas que

presentan un valor absoluto mayor que el intervalo de confianza obtenido. Por tanto se han

descartado como significativas para el rendimiento las influencias del disolvente y de las interacciones

entre las variables (T-C, T-S, C-S y T-C-S). Para el caso de la pureza todas las interacciones son

significativas, si bien los efectos de la temperatura y el catalizador son mucho mas importantes que el

resto.
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IV. Modelos matematicos.

A continuacion se presentan los resultados experimentales adaptados a un modelo lineal. Se
distinguen dos modelos, el estadistico y el industrial, siendo el primero el obtenido a partir de los
factores codificados, y el segundo a partir de los valores reales de cada factor con sus

correspondientes unidades:

- Estadistico
Pureza (% peso) = 63,4 + 9,18-X; + 37,61-Xc — 1,86-Xg + 2,74-X.c + 1,46-X1.g 1)

- 1,26')((;_5 + 2,16 X T-C-S

Rendimiento (% peso) = 15,26 +1,86-X; + 8,51-X¢ (2)
- Industrial
Pureza =-0,92 + 0,27-T + 2,18.C + 0,16-S - 0,003-T-C- 0,003-T-S 3)

—-0,02-C:S +0,0002- T-C-S

Rendimiento = 0,05 +0,08-T + 0,42-C (4)

V. Andlisis de la curvatura.

Una vez hecho el disefio factorial, se estudiara su curvatura para determinar si con este disefio se

describe con precision el proceso de reaccion llevado a cabo.

La significacion de la curvatura se define como la diferencia entre la media de las respuestas en
los puntos centrales y la media de las respuestas en los experimentos factoriales. Sera significativa la
curvatura siempre que se encuentre fuera del intervalo de confianza de dicha curvatura (IC¢), el cual

sera calculado tal como se describe en el Anexo 1. Los resultados se exponen en la siguiente tabla:

Tabla 20. Analisis de la curvatura para distintas respuestas.

Pureza (% peso) | Rendimiento (% peso)
Curvatura 45,99 13,74
ICc +1,32 +2,09
Significacion Si Si

Resulta evidente al observar la Tabla 20 que los efectos de la curvatura son estadisticamente

significativos, al ser el valor de la curvatura muy superior al de su intervalo de confianza.

Debido a lo anterior, las expresiones polinomiales de primer grado obtenidas con el andlisis

estadistico no resultan validas, al no describir de forma correcta las respuestas estudiadas en este
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trabajo. Por ello, es necesario considerar un disefio mas complejo ampliando el numero de
experimentos, por lo que se pasara a estudiar un modelo de segundo orden con las tres variables

consideradas.

3.5. Obtencidn del modelo de segundo orden.

Al no ser adecuado el modelo de primer orden (existen efectos no lineales), se aplicara uno de
segundo orden, del tipo compuesto centrado en las caras, el cual mantiene el intervalo experimental

del disefio a dos niveles a la vez que permite tener en cuenta la curvatura.
I. Planificacién de los experimentos.
La realizacion de un modelo de segundo orden implica el uso de los experimentos ya utilizados

en el de primer orden, pero afladiendo una nueva serie de seis experimentos (los puntos estrella) con

el objetivo de producir un disefio compuesto central.
Estos experimentos se muestran en la Tabla 21:

Tabla 21. Matriz experimental con niveles en escala natural y codificados de puntos estrella.

Reaccion T (°C) C (%) S (p/p) Xt Xc Xs
13 95 25 30 +1 0 0
14 65 45 30 0 +1 0
15 65 25 45 0 0 +1
16 35 25 30 -1 0 0
17 65 5 30 0 -1 0
18 65 25 15 0 0 -1

II. Resultados.

En la Tabla 22 aparecen los resultados de las respuestas de los experimentos en los puntos

estrella:
Tabla 22. Resultados experimentales en los puntos estrella.
Reaccion Xt Xc Xs Pureza (%) | Rto en peso (%)
13 +1 0 0 97,6 23,6
14 0 +1 0 97,5 22,9
15 0 0 +1 4,1 1,0
16 -1 0 0 70,5 17,4
17 0 -1 0 6,7 1,5
18 0 0 -1 94,8 22,1
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Ill. Modelos matematicos.

Vistos los resultados, se escriben a continuacion los modelos estadistico e industrial al igual que
se hizo con el modelo de primer orden. Los coeficientes de estos modelos han sido calculados por
regresion mdultiple, pero en este caso se incluyen todas las variables independientes y sus

interacciones, sin tener en cuenta el nivel de significacion.

- Estadistico
Pureza = 92,7 + 10,06-X7 + 39,22-Xc — 1,82-Xs — 7,29- X1 + 2,74-X1-Xc (5)
+1,46-Xg-Xs — 39,49-X°c — 1,26-Xc-Xs + 1,81+ X%s (r°= 99,2287)
Rendimiento = 23,54 + 2,11-X; + 8,98-Xc + 0,09-Xs — 2,17-X%1 + 0,33 X7-X¢ (6)
— 0,14 Xr-Xs — 10,62-X%c + 0,31 Xc-Xs — 0,27+ X35 (r°= 98,4760)

- Industrial
Pureza = -52,58 + 1,17-T + 6,73-C — 0,71-S - 0,008 T*- 0,005-T-C+ 0,003-T-S 7)
- 0,1-C*-0,004-C-S +0,008-S (r°= 99,2287)
Rendimiento = -19,24 + 0,38-T + 1,71-C + 0,07-S + 0,002-T°- 0,001-T-C (8)
- 0,0003-T-S —0,03-C + 0,001-C-S — 0,001 -S (r*= 98,4760)

Estas ecuaciones (5-8) describen la influencia de los factores (temperatura y relaciones masicas
de catalizador y disolvente) en las respuestas escogidas, pureza y rendimiento en peso, Unicamente

dentro del intervalo experimental estudiado.

Para comprender con mayor facilidad estas ecuaciones, se muestran a continuacién sendas
representaciones gréaficas para cada respuesta. Las figuras 9, 10 y 11 muestran las superficies de
respuesta en funcion de dos de los tres factores, permaneciendo constante el tercero en su valor del

punto central.
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Figura 9. Superficies de respuesta y diagramas de contorno de la pureza (a) y el rendimiento (b) en funcién
de la temperatura y la concentracion de catalizador para un valor S = 30

S
95na%
iy

45 glw
40 ""' 40 §
20 ‘%"

Figura 10. Superficies de respuesta y diagramas de contorno de la pureza (a) y el rendimiento (b) en funcion

de la temperatura y la relacién masica del disolvente para un valor C= 25%
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25

Rendimiento (%)

Figura 11. Superficies de respuesta y diagramas de contorno de la pureza (a) y el rendimiento (B) en funcién

de concentracion de catalizador y la relacién masica del disolvente para un valor T= 65°C

IV. Influencia de las variables.

Llegado este punto, y gracias a los modelos estadisticos obtenidos (ecuaciones 7-8), se realizara
una valoracién de la influencia de cada variable en cada respuesta.

INFLUENCIA DE LAS VARIABLES EN LA PUREZA DEL BIODIESEL.

Para observar los efectos e interacciones de las variables puestas en juego se recurre de nuevo a
representaciones gréficas.

obtenido.

La figura 12a muestra el efecto principal de los 3 factores estudiados sobre la pureza del biodiésel

Por su parte, la figura 12b representa las interacciones binarias del sistema. Por ejemplo, para el

caso T-C, se muestra el cambio en la respuesta cuando la temperatura pasa de su nivel bajo a su

nivel alto, manteniéndose la relacion masica de catalizador en su nivel inferior y, lo mismo, pero
cuando esta relacién esta en su nivel superior.
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Figura 12. Efectos principales (a) e interacciones binarias (b) de los factores estudiados sobre la pureza del
biodiésel.

Atendiendo al andlisis estadistico, en la figura 12a destaca con gran diferencia el efecto de la
relacién masica de catalizador, seguido de la temperatura y por ultimo, sin efecto apreciable, la
relacion masica de disolvente. La relacion masica de catalizador presenta un efecto claramente
positivo, ya que conforme va aumentando este factor desde su nivel inferior, aumenta notablemente
la pureza del producto. No obstante se alcanza un maximo, a partir del cual al aumentar esta relacion
disminuye la pureza. Esto puede ser debido a que un exceso significativo de catalizador dé lugar a

reacciones secundarias que impurifiquen el biodiésel.

La temperatura también muestra un efecto positivo, pero de menor peso que el anterior, y el

efecto de la cantidad de disolvente no es significativo.

En cuanto a las relaciones binarias entre los factores (figura 12b), se puede concluir que no son
relevantes. El que sean paralelas las lineas que representan la interaccion, implica que el efecto del
primer factor sobre la respuesta es el mismo para ambos niveles del segundo, por lo que dicha

interaccién no es significativa.

Cabe destacar, que al estar en un modelo de segundo orden los efectos cuadraticos tienen
bastante importancia, y debido a la significacién de la curvatura un aumento en el valor de los
factores estudiados no da como resultado un aumento lineal en las respuestas. Para el caso de la
pureza, estos efectos cuadraticos tienen todos influencias negativas, y segun su importancia se les
puede ordenar igual que por sus efectos, siendo el mas destacado el del catalizador. Tras él y con
menor peso cabe destacar el efecto de la temperatura, y sin apenas incidencia el de la relacion

masica de disolvente.
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« INFLUENCIA DE LAS VARIABLES EN EL RENDIMIENTO EN PESO DE BIODIESEL.

Las gréficas de los efectos e interacciones de los factores son las siguientes en este caso:
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Figura 13. Efectos principales (a) e interacciones binarias (b) de los factores estudiados sobre el rendimiento del
biodiésel.

Como se puede comprobar en la Figura 13, tanto los efectos principales de los factores como sus
interacciones son analogos al caso de la pureza. Aparece la misma tendencia en el efecto del

catalizador, que de nuevo se revela como la variable mas determinante.

En cuanto a las interacciones, cabe destacar que en este caso no sélo son paralelas, sino que
para los casos temperatura-catalizador y catalizador-disolvente, practicamente se solapan las curvas,

guedando claro que no son nada significativas.

Respecto a los efectos cuadraticos, de nuevo el mas importante es el del catalizador, seguido por
el de la temperatura y el del disolvente. Su efecto es también negativo, por lo que se puede concluir

gue también hay una clara analogia en la influencia de estos efectos con el caso anterior de la pureza.

3.6. Estimacion del error.

En las siguientes figuras se muestra el diagrama de distribucion residual para cada respuesta,
siendo el residuo la diferencia entre los valores calculados segun el modelo matematico y los valores
obtenidos en la experimentacion.
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Figura 14. Distribucion de residuos en las respuestas de pureza (izquierda) y rendimiento (derecha).

En las gréficas de los residuos interesa que el rango en el que se incluyan éstos sea lo menor
posible. En la Figura 14a, se observa que los residuos se encuentran en el intervalo 8%
aproximadamente. En el caso del rendimiento (figura 14b), los valores de los residuos se sitdan en el

rango +3%, aproximadamente.

Sin embargo, se han considerado aceptables los resultados al comprobar los factores de
correlacién para el ajuste de cada respuesta, que al ser muy proximos a la unidad indicaban un buen
ajuste de los datos. Ademas la distribucién de los residuos no sigue ninguna tendencia respecto a los
valores calculados, otro signo de que el ajuste es fiable.

Asimismo la Figura 14 muestra que la mayoria de valores del residuo se concentran en un rango
menor que el maximo indicado anteriormente, que resulta mas amplio por un mayor valor residual en

reacciones muy concretas. Esto puede achacarse a error experimental en alguna de estas reacciones.

3.7.  Optimizacion.

Con los modelos matematicos obtenidos y las distintas representaciones de las superficies de

respuesta, se pueden estimar las condiciones éptimas de operacién para el proceso estudiado.

Estas condiciones seran aquellas en las que se produzca un compromiso entre dos aspectos: el
cumplimiento de las especificaciones de la Normativa Europea EN 14214 (contenido en ésteres
metilicos mayor o igual a 96,5%), y que esto se produzca en unas condiciones econémicamente

aceptables.

Atendiendo a esto Ultimo se buscara trabajar a temperaturas moderadas, y utilizando la cantidad
de catalizador mas baja posible para que la reaccidn transcurra hacia una alta conversion. La relacion

masica de disolvente tampoco interesa que sea muy alta, ya que esto encareceria el proceso.
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Dicho lo anterior, a continuacién se usaran las Figuras 15, 16 y 17 para discutir cuales seran los
valores 6ptimos de los factores estudiados. En estas figuras aparecen superpuestos los diagramas de
contorno de las dos respuestas analizadas, la pureza y el rendimiento en biodiésel. Como ya se
comento previamente, estos diagramas muestran el valor de la respuesta en funcién de dos de los tres
factores estudiados, permaneciendo uno de ellos constante en su valor central. De este modo no se
pueden encontrar las condiciones 6ptimas, ya que para ello habria que tener en cuenta los tres

factores. No obstante, se va a discutir la eleccién de los valores 6ptimos a partir de estas figuras.

En la figura 15 el factor constante es la relacion masica de disolvente. Para este caso se
comprueba que la relacion masica minima de catalizador necesaria estaria en torno al 35%, con una
temperatura de reaccion de 53°C. De ser mas bajo el valor de estos factores, no se cumpliria la

especificacion del 96,5% de pureza.

Observando ahora la figura 16, en la que se mantiene al 25% la relacion masica de catalizador, las
condiciones de operacidn dptimas se alcanzarian para una temperatura de 77°C y una relacién masica
de disolvente de 25. De este modo se obtendria un producto de acuerdo a las especificaciones y con

un rendimiento algo superior al 24%.

Si se fija la temperatura en 65°C (figura 17), las relaciones masicas minimas necesarias de
catalizador y disolvente serian respectivamente 27% y 23. Asi se cumpliria con la Normativa Europea

con un rendimiento de nuevo cercano al 24%.

Catalizador (%0)

Temperatura (°C)

Figura 15. Diagramas de contorno superpuestos para la pureza (lineas continuas) y el rendimiento (lineas
discontinuas) del biodiésel obtenido para S = 30
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Figura 16. Diagramas de contorno superpuestos para la pureza (lineas continuas) y el rendimiento (lineas
discontinuas) del biodiésel obtenido para C = 25%

45

Relacién masica disolvente
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Figura 17. Diagramas de contorno superpuestos para la pureza (lineas continuas) y el rendimiento (lineas
discontinuas) del biodiésel obtenido para T = 65°C.

Segun los diagramas de contorno las condiciones optimas desde el punto de vista econdémico son
65°C en cuanto a temperatura, 27% de relacibn masica de catalizador, y 15 de relacién masica de

disolvente (ver figura 17).

Para los valores anteriores, los modelos mateméaticos de segundo orden predicen una pureza y un

rendimiento del 100% del 24% respectivamente.
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Capitulo VI. Conclusiones.

A continuacion se exponen las principales conclusiones que se han obtenido tras la realizacion

del presente Trabajo de Investigacion:

- Se ha verificado que la estirpe modificada del hongo Mucor circinelloides presenta una
acumulacion de lipidos mayor que la cepa silvestre. Asimismo, su composicion lipidica es adecuada

para la utilizacién de esta biomasa como materia prima en la produccién de biodiésel.

- Se ha empleado el microorganismo Mucor circinelloides como materia prima en la produccion
de biodiésel por esterificacion/transesterificacion de los lipidos contenidos en su biomasa,

empleando HCI como catalizador, produciénse la extraccién y la reacciéon en una sola etapa.

- Se ha estudiado el efecto de la temperatura, la concentracion de catalizador y la relacion
masica de disolvente sobre la pureza en ésteres metilicos del biodiésel producido y sobre el
rendimiento del proceso. Para ello se ha realizado un disefio factorial de experimentos y se ha

aplicado la metodologia de superficies de respuesta.

- Se han obtenido modelos matematicos de segundo orden que representan adecuadamente el
comportamiento de ambas respuestas seleccionadas en el intervalo experimental para cada uno de

los tres factores estudiados.

- Se ha determinado que el factor con mayor influencia sobre el proceso es la concentracion de
catalizador, mostrando ambas respuestas un valor maximo para un valor de dicha concentracion de
30-35%. El siguiente factor con mayor influencia es la temperatura, que afecta positivamente en
todo el intervalo experimental y por Gltimo, la relacién masica de disolvente muestra una influencia

poco destacada en el proceso.

- Se ha obtenido un biodiésel que cumple con lo establecido en la Normativa Europea EN 14214
en cuanto contenidos en éster (<96.5%), monoglicéridos (<0.8%), diglicéridos (<0.2%) y triglicéridos

(<0.2%), con tiempos de reaccion cortos y elevado rendimiento del proceso.
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Anexo: Disefio Factorial de Experimentos y
Superficies de Respuesta

Disefio factorial de experimentos

Un disefio factorial como el que se desarrolla en este Anexo, requiere de una planificacién
previa a la realizacién de experimentos. Esta etapa es fundamental, y es aqui donde se eligen las
variables influyentes en el proceso y su intervalo de estudio, asi como las respuestas que se

desean medir.

Este disefio experimental es una técnica estadistica, que permite minimizar el nimero de
experimentos necesario para conocer y cuantificar la influencia de las variables sobre la respuesta

analizada.

A las variables independientes del proceso se las llama factores, los cuales tienen varios
niveles, que son los distintos valores que pueden tener en cada experimento. Segun este nimero
de niveles se obtendran distintos modelos. Para conseguir por ejemplo un modelo lineal (de primer
orden) son necesarios dos niveles, +1 y -1, que son el nivel superior e inferior respectivamente, y
para un modelo no lineal (de segundo orden), se necesita un nivel adicional, el 0, que sera el valor

medio entre los dos niveles anteriores.

El nimero minimo de experimentos necesario viene de esta ecuacion:
N =m
Donde:
N: nimero de experimentos
n: nimero de niveles

k: nGmero de factores

El nimero de grados de libertad se puede hallar restando la unidad al numero de

experimentos obtenido.
Modelos matematicos

A partir del disefio factorial se obtienen unos modelos matematicos, los cuales expresan de

forma numérica la relacién entre los factores y las respuestas del proceso.
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Los modelos mas empleados son polinomios ortogonales, en los que se tiene en cuenta n

factores y m niveles, y cuya expresion general se muestra a continuacion:

n m m j=l  n
Y:ao +zai -Xi +zzaij Xlxl ++Zza”mX,XJXm
i=1 i=1 j=1 i=1 m=1

Donde:
Y: respuesta media
ao: término residual
a;: efecto del factor i
a;: efecto de las interacciones de orden dos.
a;..m: efecto de las interacciones de orden m.

Cabe destacar que el modelo obtenido es valido Gnicamente en los limites marcados por los
niveles de cada factor. Una vez hallado se deriva o analiza graficamente mediante la superficie

respuesta, para maximizar o minimizar la respuesta segun el caso.
Estimacion de la influencia de los factores

Para ver hasta qué punto es relevante cada factor escogido se calcula su influencia (1), que se
define como la variacion media obtenida en la respuesta al variar el factor correspondiente entre

sus niveles inferior y superior. Matematicamente se expresa asi:

| = 2 Vx=) = 2 Yx=0

N/2

Donde:
YX=(+): Suma de las respuestas cuando el factor X esta en el nivel superior.
YX=(-): Suma de las respuestas cuando el factor X esta en el nivel inferior.
N: nimero de experimentos del disefo factorial.

Error en la respuesta

Los errores de las respuestas siguen una distribucién Gaussiana, pero debido al reducido
namero de experimentos del que se dispone y a que se pretende hacer un estudio estadistico, se

recurre a la distribuciéon de Student.
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Para determinar si una influencia es significativa o no, se emplea el intervalo de confianza, el

cual se calcula de este modo:

Donde t es el estadistico de Student, correspondiente al nivel de confianza elegido (95%) y a
los N-1 grados de libertad, s es la desviacion estandar de la respuesta con r-1 grados de libertad, y
r es el nimero de experimentos realizados para calcular el error en la repuesta (nimero de

réplicas en el punto central).

La desviacién estandar se calcula asi:

o _%
Z(YI _Ym)2
i=1

r-1

Donde Y; es la respuesta obtenida para cada réplica, e Y, es el valor medio de la respuesta

(en los puntos centrales).
Sistemas no lineales

Para ver si un sistema es lineal, debemos estudiar el efecto de la curvatura. Si ésta resulta

significativa, el sistema sera no lineal y se hara necesario incluir un tercer nivel en el modelo

El efecto de la curvatura se define segun la siguiente ecuacion:
c=Y,-Y

Siendo Y,, el valor medio de la respuesta en los puntos centrales e Y el valor medio de la

respuesta en los experimentos factoriales.

El intervalo de confianza de la curvatura se calcula con esta otra expresion:

1772

|.C.=%ts; i+—
N r
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Disefilos Compuestos: Planificacion

Cuando el sistema estudiado resulta ser no lineal, se pasa a obtener los efectos cuadraticos
mediante la planificacion de un disefio compuesto central de experimentos. Para ello se le suma a

la matriz del disefio factorial 2k, 2-k combinaciones mas.

Para determinar los puntos estrella puede elegirse un valor de a tal que los coeficientes de

regresion sean ortogonales entre si, a fin de minimizar el error y conseguir un disefio rotacional.

Si se realizan r repeticiones de los puntos centrales, el nimero de experimentos para un

disefio compuesto central a dos niveles viene dado por esta ecuacion:
N =2%+2k+r

De este modo se evita tener que afiadir nuevos niveles, lo que implicaria una mayor

complicacion en los céalculos matematicos del disefio.
Superficies de respuesta

Uno de los objetivos finales de emplear este tipo de disefios es el poder ajustar los resultados
obtenidos a una superficie de respuesta de segundo orden, la cual permitird un mejor analisis de
éstos. En estas superficies las variables independientes son los factores y la variable dependiente

la respuesta medida. El modelo al que se llega es:

y =by +Zb| X +Zb|j X X +an X i

Los resultados experimentales se deben ajustar a una superficie cuadratica obtenida

mediante un analisis de regresion multiple. Los paso para obtener esta superficie son:

1. Se varia segun interese el valor de los factores y se llevan a cabo los distintos experimentos

planeados.
2. Se miden las respuestas entre los valores limites de operacion fijados anteriormente.

3. Se analizan estos resultados a fin de determinar la forma de ajustar las variables con el fin de

mejorar la respuesta medida.
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La metodologia seguida se divide en dos grandes etapas:

I.  Etapa de primer orden: se parte de un modelo mateméatico de primer orden, se realiza un
disefio factorial adecuado y se ajustan los datos para representar después las superficies de

respuesta, determinando la direccion de la maxima pendiente.

Il.  Etapa de segundo orden: el modelo de partida en esta ocasion es de segundo orden, y el
disefio es compuesto central. Se vuelven a ajustar los datos ya representar las superficies de

respuesta, y tras analizarlas se llega a la respuesta 6ptima.
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