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RESUMEN

La utilizacion de lipasas como catalizadores en procesos de produccion biodiesel (Fatty Acid
Alkyl Ester, FAAE) ha promovido la investigacion enfocada al uso de materias primas
alternativas y de menor costo, tales como aceites vegetales reutilizados, residuos grasos de origen
animal, o aceite de microalgas. Estudios previos han reportado el uso de diferentes
Microorganismos Productores de Lipasas (LPM) como potenciales catalizadores whole-cell (o de
célula entera), presentandose como una alternativa de procesamiento que elimina las etapas mas

costosas de la utilizacién de lipasas libres o inmovilizadas, como catalizador.

En el presente trabajo se determind la factibilidad técnica de utilizar el LPM Rhizopus oryzae,
como catalizador whole-cell para producir biodiesel en un innovador sistema de biorreactor
multifase, a partir de aceite extraido de dos especies de microalgas: Botryococcus braunii (Bb),
Nannochloropsis gaditana (Ng). Este biorreactor const6 de 3 fases: una sélida compuesta de
medio de cultivo para sustentar el crecimiento del hongo, una fase liquida correspondiente al
aceite de microalgas, y una fase gaseosa saturada de alcohol (metanol o etanol, utilizados como
aceptores acilos). El disefio experimental permitié evaluar la productividad del sistema en tres
niveles de temperatura, y con diferentes razones molares de Alcohol/Lipido (A/L). La disposicion
de las tres fases facilitd un transporte por difusion, y la presencia de lipasas provenientes del

LPM, el cual promovid la produccion de FAAE.

De acuerdo a los resultados obtenidos se propone que las condiciones Gptimas que hicieron
factible el uso de este sistema, fue utilizar una razén molar Alcohol/Lipido de 8:1[mol/mol], a
20°C, con etanol como aceptor acilo y aceite de N. gaditana como materia prima, y 96 horas de
reaccion, alcanzando asi hasta un 91% de conversion a FAAE. Esto, demostro la factibilidad de
utilizar R. oryzae como catalizador whole-cell para la produccion de biodiesel, utilizando material
complejo como el aceite de microalgas. Por otro lado, los resultados sugieren que de acuerdo a
los tratamientos estudiados, no es posible reutilizar el microorganismo directamente luego de
someterse a un ciclo de produccion de biodiesel, debido probablemente a su inhibicién por
anaerobiosis. Es necesario generar una estrategia para mantener el hongo vivo y activo durante

todo el proceso, para su uso en una nueva reaccion como LPM.



SUMMARY

The use of lipases as enzyme-catalysts for biodiesel production processes (Fatty Acid Alkyl
Ester, FAAE) has promoted research focused in the use of alternative and cheaper raw materials
such as recycled vegetable oils, waste animal fat, or microalgae oils. Previous studies have
reported the use of different Lipase Producing Microorganisms (LPM) as potential whole-cell
catalysts, presenting itself as an alternative that abolish the more costly stages of using free or

immobilized lipases as catalyst.

In this study we investigated the feasibility of using the LPM Rhizopus oryzae as a whole-cell
catalyst to produce biodiesel in an innovative multiphase bioreactor system, testing oils extracted
from two microalgae strains: Botryococcus braunii (Bb), Nannochloropsis gaditana (Ng). The
bioreactor is composed by three phases: a solid phase composed by culture media to support the
fungus growth, a liquid phase corresponding to the microalgae oil, and a gaseous phase composed
by evaporated alcohol (methanol or ethanol were used as acyl acceptors). The experimental
design allowed us to assess the system’s productivity under three temperature levels, and different
Alcohol/Lipids (A/L) molar ratios. The arrangement of these three phases allowed a diffusive

transport, and the presence of lipases from the LPM, promoted the production of FAAE.

According to the results it is suggested that the optimal conditions that makes feasible the use of
this system, was to use an Alcohol/Lipid molar ratio of 8/1 [mol/mol], 20°C, with ethanol as acyl
acceptor and N. gaditana oil as feedstock, and 96 reaction hours, reaching up to 91% of FAAE
conversion. This has demonstrated the feasibility to use R. oryzae as a whole-cell catalyst for
biodiesel production using complex raw materials, as microalgae oils. Furthermore, the results
suggest that according to the reutilization treatments studied, it is not possible to re-use the
microorganism directly after a biodiesel production cycle, probably due to its inhibition caused
by anaerobiosis. It’s necessary to propose a strategy to keep the fungus alive and active

throughout the entire process, to re-use it for a new reaction as Lipase Producing Microorganism.



1. INTRODUCCION

El exponencial aumento en el precio del crudo y el inminente agotamiento de los
combustibles fosiles, ha impulsado el desarrollo y la implementacion de nuevas fuentes de
energia renovable, que a su vez resulten amigables con el medio ambiente. En este contexto, la
produccién y utilizacion de biocombustibles ha generado un renovado interés a nivel mundial,
por su contribucién en la diversificacion de la matriz energética, reduccion en la dependencia de
los combustibles derivados del petroleo, y la disminucidn de las emisiones de Gases de Efecto

Invernadero (GEI), entre otras ventajas.

En particular, el biodiesel o ésteres alquilicos de acidos grasos (Fatty Acid Alkyl Ester, FAAE),
es un combustible alternativo producido por la esterificacién y/o transesterificacion de aceites
vegetales, grasas animales, aceites residuales y también de algas. En la actualidad los aceites
vegetales son las principales materias primas utilizadas en la produccion de biodiesel a escala
industrial, y a su vez, la transesterificacion de los triglicéridos (TG) y la esterificacion de acidos
grasos libres (Free Fatty Acid, FFA) por catélisis quimica es la principal ruta para la conversién

de aceites vegetales y grasas animales en biodiesel.

A pesar de que el proceso convencional de produccion de FAAE ha sido ampliamente utilizado,
la catalisis quimica, ya sea acida o alcalina, ha demostrado limitaciones que restringen sus
aplicaciones ya que los catalizadores son irrecuperables, generando grandes volimenes de

residuos liquidos, aumentando los costos e impactos medioambientales de la produccion.

Por otra parte, la produccion de biodiesel presenta problemas relacionados con el alto valor de
las materias primas que se usan convencionalmente, como los aceites vegetales puros o de
semillas, que constituyen entre el 70% y el 85% del costo total de produccién de biodiesel
(Kargbo, 2010; Rohani et al., 2011). La sustitucion de estos aceites por otros de menor costo, no
es factible utilizando el proceso convencional con catalizadores alcalinos, ya que los FFA

generalmente presentes en materias primas alternativas, son compuestos gque reaccionan con este



tipo de catalizador, favoreciendo los procesos de saponificacion (Xu et al., 2006). Estas
limitaciones han motivado el desarrollo de nuevas lineas de investigacion, enfocadas tanto a la
busqueda de nuevas fuentes de aceite, como también a la aplicacion de catalizadores que sean
mas versatiles y que no presenten las falencias ambientales que conlleva el uso de catalizadores

quimicos.

Las microalgas son microorganismos que pueden utilizar CO, como fuente de carbono y luz
solar como energia para acumulacién de aceite en determinadas condiciones ambientales,
ademas pueden ser cultivadas en agua salada de baja calidad o en aguas residuales con cierta
carga de nutrientes, y lugares donde no hay cantidad o calidad de suelos para realizar los cultivos
alimenticios convencionales. Es asi como las microalgas se han convertido en potencial materia
prima para la produccion de diferentes biocombustibles como el biogas, bioetanol, hidrogeno,

hidrocarburos, y también FAAE.

La utilizacion de lipasas libres o inmovilizadas en alguna matriz, para su aplicacion como
catalizador, permite el uso de materias primas con un alto indice de acidez, esto se debe a que
junto con llevar a cabo la transesterificacion de TG, estas enzimas con capaces de esterificar los
FFA para producir FAAE. No obstante, su aplicacién a escala industrial es debatible, puesto que
su rendimiento puede ser bajo, y su utilizacién resulta muy costosa, ya que ademas los problemas
de inhibicion y pérdida de actividad producidos por el contacto de las enzimas con alcoholes de

cadena corta, han imposibilitado su reutilizacion.

En este sentido y gracias al desarrollo de la biotecnologia, se ha creado gran expectativa en un
método promisorio para aplicar lipasas en la reaccion de produccion de FAAE, utilizando las
propias enzimas intracelulares o extracelulares de un Microorganismo Productor de Lipasas
(Lipase Producing Microorganism, LPM) como catalizador whole-cell (o de célula entera).
Recientemente, Ciudad y colaboradores (2011) desarrollaron un novedoso biorreactor multifase

para disminuir el efecto inhibitorio del alcohol sobre Rhizopus oryzae (catalizador whole-cell).



En definitiva, la produccion biotecnoldgica de FAAE a partir de aceite de microalgas es una
tecnologia incipiente y no ha sido suficientemente explorada. A la fecha, no existen
investigaciones previas que reporten el uso de este tipo de materia prima en procesos que
apliguen un LPM como catalizador whole-cell para la produccion de FAAE; y por sobretodo,
resulta de gran importancia evaluar su rendimiento en un sistema multifase, utilizando material

complejo bruto, tal como el aceite de microalgas.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Produccién de Biodiesel: Transesterificacion

La transesterificacion es el proceso quimico mediante el cual un triglicérido es convertido en
moléculas de cadena lineal mas pequefias, en presencia de un alcohol. Esta reaccion suele ser
realizada con un catalizador alcalino, &cido, o enziméatico (Barnwal y Sharma, 2005; Moser,
2009; Lam et al., 2010). Este proceso, se basa en una secuencia de tres reacciones (Figura 1),
produciéndose una molécula de éster por cada glicérido en cada paso: conversion de triglicéridos
(TG) a diglicéridos (DG); conversion de diglicéridos a monoglicéridos (MG); conversion de

monoglicéridos a glicerina (GL).

a) TG+CyHsOH <— DG +R;00C;H;
b) DG+ C;HsOH <+—> MG + R,00C;H;

c) MG+ C;HsOH <+—> GL + R300C;H3

Figura 1. Etapas en la reaccion de transesterificacion, con etanol como aceptor acilo. a) Conversion de triglicéridos
(TG) a diglicéridos (DG); b) Conversion de diglicéridos a monoglicéridos (MG); c) Conversion de monoglicéridos a
glicerina (GL). Modificado de Avila et al., (2008).

De acuerdo a esto, se generan 3 moléculas de ésteres de &cidos grasos (biodiesel), y 1 molécula
de glicerol (subproducto utilizado en la industria cosmética, alimenticia, y farmacéutica). En esta
reaccion convencionalmente se utiliza un catalizador a fin de incrementar la velocidad del
proceso y su rendimiento; ademas, se necesita un exceso de alcohol para aumentar la conversion

a ésteres.

La eleccién del catalizador quimico dependera de la materia prima con la que se cuente. Sin
embargo, la robustez de los catalizadores enzimaticos permite trabajar con un amplio rango de

materias primas.



2.2. Lipasas como catalizadores en la producciéon de FAAE

Las enzimas son catalizadores biologicos (o biocatalizadores) de naturaleza proteica, cuya
funcién es realizar la catalisis de ciertas reacciones bioldgicas. Existe una clasificacion
determinada para cada clase de enzima, dependiendo especificamente del tipo de reaccion
quimica que cataliza, el grupo donador y el aceptor, describiéndose seis grupos principales
(Tabla 1).

Cddigo Grupo Funcién

EC1  Oxidorreductasas Catalizan reacciones de 6xido-reduccion, es decir, transferencia
de Hidrogeno (H) o electrones (e7) de un sustrato a otro.

EC2 Transferasas Catalizan la transferencia de un grupo funcional de una
molécula a otra.

EC3 Hidrolasas Catalizan reacciones que implican la ruptura hidrolitica de
enlaces quimicos, es decir, separa las uniones éster mediante la
adicion de agua.

EC4 Liasas Catalizan la ruptura de enlaces quimicos en compuestos
organicos, y el resultado del proceso de ruptura se forman
frecuentemente nuevos dobles enlaces o nuevas estructuras de
anillo.

EC5 Isomerasas Transfieren grupos en el interior de la molécula, realizando un
reordenamiento electronico, para originar formas isoméricas.

EC6 Ligasas Catalizan la formacion de diversos enlaces quimicos entre dos
moléculas de gran tamafio, a expensas de la ruptura del ATP u
otra molécula donadora similar (de gran energia).

Tabla 1. Clasificacion enzimética de acuerdo a su accion catalitica especifica. Modificado de Kirk y Othmer (1962).



En particular, las lipasas [triacilglicerol éster hidrolasas (E.C.3.1.1.3)] son un tipo de enzimas
hidroliticas que ocupan un lugar importante entre los biocatalizadores industriales, las cuales han
cobrado gran relevancia por su potencial aplicacion en diversos procesos biotecnologicos
(Benjamin y Pandey, 1998), ya que se reducen considerablemente los costos energéticos y de
tratamiento de residuos, que al realizarse mediante sintesis quimica, requeririan de condiciones

mas drésticas (Koeller et al., 2001).

Estas enzimas poseen un mecanismo de accién muy singular, denominado “activacion
interfacial”, cuando esta lipasa se encuentra en un medio polar, la tapadera o “lid” se encuentra
cerrada. Esto provoca que la enzima esté protegida y solamente pueda actuar en la interfase
lipido-agua generada por una emulsién (Akoh et al., 2004), este efecto de las interfases tiene
consecuencias positivas en la actividad, constituyendo la principal diferencia entre las lipasas y
otras enzimas de tipo hidrolitico como las esterasas, las cuales catalizan la hidrdlisis Unicamente

de ésteres que se encuentren en solucion.

Las lipasas muestran una alta especificidad sobre los sustratos (Rivera y Garcia, 2007), esta
caracteristica refleja una gran ventaja para la produccién enziméatica de FAAE en comparacion
con el proceso convencional utilizando catalizadores alcalinos, ya que estas enzimas promueven
directamente la transesterificacion de triglicéridos, y la esterificacion de acidos grasos libres
(FFA) para ser convertidos en FAAE, evitando reacciones indeseables de saponificacién. Esto
permite el uso de materias primas con alto contenido de acidos grasos libres, tales como los

aceites de fritura, aceites de microalgas y aceites de Jatropha (Azécar et al., 2010).

El mecanismo de las reacciones de hidrdlisis llevadas a cabo por lipasas, se basa en la accion de
una triada catalitica tipica de estas enzimas, la cual se compone de serina, acido aspartico o acido
glutdmico, e histidina; estos tres aminoacidos son los que conforman el llamado sitio activo. En
los procesos catalizados por lipasas, la produccion de FAAE se lleva a cabo por
transesterificacion, mediante la donacién o aceptacion de protones en los grupos funcionales

acidos o basicos, que se encuentran en el sitio activo de las enzimas (Al-Zuhair et al., 2007). La



reaccion se produce en las etapas mencionadas anteriormente (Figura 1), con mono Yy
diacilgliceroles (MG y DG) como productos intermedios para producir finalmente; FAAE vy
glicerol. Al finalizar el proceso de transesterificacion, la fase inferior (glicerol) simplemente se
separa de la fase superior (biocombustible), la desodorizacion y neutralizacion del producto no

son necesarias (Antczak et al., 2009).

2.3. Lipasas de Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzae (Figura 2) es un hongo filamentoso y lipolitico, de amplia distribucion
geogréfica, que crece sobre materia organica muerta; puede colonizar semillas o granos, materia
fecal de origen animal, pan de molde, entre otros. Posee prominentes rizoides, que dan origen a
largos esporangidforos, hifas tubulares gruesas e incoloras, aseptadas, de abundante crecimiento
aéreo con textura algodonosa, y esporangios esféricos de 50 a 250 um de didmetro que contienen
esporangiosporas espiculadas de 6 a 8 um de largo. Entre los componentes de su pared celular
podemos encontrar quitosano y quitina, compuestos insolubles en agua o solventes organicos.

A) Rhizopus oryzae

Esporangio

Esporangi6foro
_ 100pm | Grupo de
esporas
Estolones

~ Rizoides

Figura 2. Morfologia microscépica de Rhizopus oryzae. A) Esquema conceptual de sus diferentes estructuras; B)
Esporangidforo y su esporangio maduro, visto con microscopio Optico a 400x. Imagen tomada desde la web del
Departamento de Boténica, Faculad de Ciencias, Charles University, Prague, Czech Republic.



Este zygomiceto, perteneciente al orden de los mucorales, también es un patégeno humano
oportunista, siendo uno de los méas frecuentes agentes causales de zigomicosis (0 mucormicosis),
cuyos casos se han reportado principalmente en individuos inmunocomprometidos. No obstante,
algunas cepas de Rhizopus incluyendo R. oryzae, han sido ampliamente utilizadas en la industria
alimentaria, y sus productos son generalmente reconocidos como seguros. Esta cepa es conocida
por su capacidad de producir metabolitos como &cidos organicos (acido lactico, acido fumarico),
enzimas hidroliticas (glucoamilasas, poligalacruronasas), e incluso etanol, a partir de pentosas y
residuos agricolas (Takahashi et al., 1978; Yu y Hang 1989; Carta et al., 1999; Saito et al., 2003;
Mass et al., 2006; Thongchul et al., 2010).

La lipasa producida por este hongo de forma extracelular (Rhizopus oryzae Lipase, ROL) es de
elevado interés en procesos biotecnoldgicos y en investigacion académica, ya que es muy
utilizada en la resolucion de mezclas racémicas debido a su gran regioespecificidad. Esta enzima
actla hidrolizando de manera preferente las posiciones sn-1 y sn-3 de los triglicéridos, ya que
pertenecen a un grupo de lipasas que son activas frente a ésteres de alcoholes primarios (Ben
Salah et al., 1994; Hiol et al., 2000; Oliveira et al., 2006; Méndez et al., 2007). Esta lipasa ha
sido aplicada en diversas reacciones de interés industrial como en la produccion de ésteres de
cadena corta (aromatizantes) (Ghamgui et al., 2004; Macedo et al., 2004; Ben Salah et al.,
2007), en la resolucién de mezclas racémicas (Palomo et al., 2004), en la produccion de lipidos
estructurados (Nunes et al., 2011), y en la produccion de biodiesel (Ban et al., 2001; Ciudad et
al., 2011).

La utilizacion de enzimas como catalizadores en procesos biotecnolégicos para la produccion de
biodiesel, hasta hoy, representa un desafio prometedor. En este sentido, las lipasas provenientes
de Rhizopus oryzae para la sintesis de FAAE, han sido estudiadas con diferentes formatos de
aplicacion. Si bien las enzimas comerciales, como Novozym 435, llevan la delantera en esta
materia en términos de rendimiento (Xu et al., 2003; Azd4car et al., 2010), existen desventajas
econdmicas importantes que han motivado el desarrollo de nuevas lineas de investigacion
(Fukuda et al., 2003).



2.4. Enzima inmovilizada

El uso de enzimas inmovilizadas resulta ventajoso al ser comparado con la aplicacion de enzimas
libres, debido a su estabilidad, reutilizacion, y porque el producto que se genera es de alta
pureza, disminuyendo asi los costos posteriores de purificacion. Novozym 435 ha sido el
catalizador enziméatico comercial méas investigado en procesos de transesterificacion para la
produccion de FAAE, debido al alto rendimiento obtenido (Xu et al., 2003; Azécar et al., 2010).

Pessoa et al., (2010) realiz6 un estudio cinético, en donde la conversion maxima del aceite de
soja a FAME (Fatty Acid Methyl Ester) fue alcanzada en un reactor semicontinuo, adicionando
secuencialmente cantidades estequiométricas de etanol a 25°C, con un 50% en peso de Novozym
435, y una proporcion de etanol/aceite de 20,6:1 molar. Ademas, Xu et al., (2006) llegd a un
rendimiento de conversion de FAME de un 85%, en un tiempo de reaccién superior a 18 horas,
mientras que Royon et al., (2007) obtuvo un rendimiento del 97% después de 24 horas a 50°C
con Novozym 435 en presencia de ter-butanol.

Azocar et al., (2010) demostré que al mezclar aceites de fritura, con los aceites de colza,
aumenta el rendimiento de la reaccion catalizada por Novozym 435, debido a que los aceites
residuales contienen mas monoacilgliceroles, diacilgliceroles y éacidos grasos libres (en
comparacion con el aceite de semilla de colza), que son sustratos mas disponible para la catélisis

enzimatica.

Iso et al., (2001) investigo la actividad de las lipasas de Pseudomonas fluorescens (Lipasa AK),
P. cepacia (Lipasa PS), Mucor javanicus (Lipasa M), Candida rugosa (Lipasa AY) y Rhizopus
niveus (Newlase F), inmovilizadas en particulas porosas inorganicas de caolinita. La reaccién se
llevd a cabo con trioleina como materia prima, utilizando metanol, etanol, 1-propanol y 1-
butanol como acil aceptores, con una relacion molar de Alcohol/Lipido (A/L) de 3:1 [mol/mol],
y en una reaccion a 50°C. Para el caso de la lipasa inmovilizada PS, la conversion a oleato de

propilo alcanzo sélo un 32%, y un 20% a oleato de butilo, después de 25 horas de reaccién. Por
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su parte, la lipasa AK alcanzé valores de conversion a FAAE superiores a 90% en 4 horas,
utilizando 1-propanol. Ademaés, Pseudomonas fluorescens, microorganismo productor de la
lipasa AK, se ha reportado como una bacteria que presenta cierto grado de resistencia a solventes
toxicos, tales como el metanol, alcanzando 90% de conversion de FAAE con 4, 5 M equivalentes

de metanol, en un tiempo de reaccion de 24 horas.

A pesar de las ventajas de las lipasas inmovilizadas en comparacion con las lipasas libres y los
catalizadores quimicos, su utilizacién industrial requiere de procesos complicados tales como la
purificacion, e inmovilizacion de las enzimas. Dichos procesos encarecen significativamente su
valor (Fukuda et al., 2003).

2.5 Inhibicién de la lipasa por alcoholes de cadena carbonada corta

En general, las lipasas catalizan las reacciones de manera eficiente cuando los sustratos son
miscibles. Los alcoholes de cadena corta tales como el metanol pueden producir la pérdida de
actividad de las enzimas, debido a la baja solubilidad de los alcoholes en el aceite. (Ban et al.,
2001; Du et al., 2004; Kaieda et al., 2001). Alcoholes de cadena larga mayor a tres &tomos de
carbono pueden ser completamente disueltos en el aceite en una razon estequiométrica, es decir,
cuando 3 moles de alcohol son disueltos en 1 mol de aceite. Sin embargo, la solubilidad del
sistema metanol/aceite es solo 1,5/1 [mol/mol] y 2/1 [mol/mol] para la mezcla etanol/aceite
(Shimada et al., 2002).

Para llevar a cabo el proceso de transesterificacion, generalmente se aplica un exceso de alcohol
para inclinar la reaccion hacia los productos. No obstante, este exceso promueve la inactivacion
de las lipasas por contacto con el metanol o etanol insoluble que permanece en emulsién con el

aceite.

Varios enfoques han sido estudiados a fin de evitar la desnaturalizacion de la lipasa por efecto

del alcohol, incluyendo su adicién por etapas (Du et al., 2004; Shimada et al., 2002), y el uso de
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disolventes organicos (Li et al., 2006) o una solucién salina (Talukder et al., 2008). Aunque
estos enfoques parecen eficaces, son procesos laboriosos y poco précticos para la produccion a

gran escala (Nakashima et al., 2009).

Hama et al., (2007) intenté resolver esta problematica utilizando las lipasas producidas por R.
oryzae, inmovilizadas con el microorganismo whole-cell en particulas porosas de biomasa
(Biomass Support Particles, BSPs), hechas de cubos de espuma de poliuretano (6mm x 6mm x
3mm) contenidas en un biorreactor de lecho empacado (Packed Bed Reactor, PBR), aplicando un
flujo de recirculacién continua de una emulsion lipido/metanol previamente sonicada. Sin
embargo, el uso de un flujo alto para aumentar la transferencia de masa en la mezcla, causé la
exfoliacion de las células inmovilizadas en los soportes; mientras que aplicar flujos mas bajos
facilité la formacion de una capa hidrofilica con una alta concentracion de metanol sobre las

BSPs, disminuyendo significativamente la actividad lipasa.

El uso de enzimas libres a escala industrial es debatible, puesto que su rendimiento puede ser
bajo, y su utilizacion resulta muy costosa, ya que ademas los problemas de inhibicion y pérdida
de actividad producidos por el contacto de las enzimas con alcoholes de cadena corta, han
imposibilitado su reutilizacion. La forma mas prometedora para aplicar lipasas en la reaccion de
produccion de FAAE es utilizando las propias enzimas intracelulares o extracelulares de un
Microorganismo Productor de Lipasas (Lipase Producing Microorganism, LPM), como

catalizador whole-cell.

2.6. Microorganismo Productor de Lipasas (LPM) como catalizador whole-cell

Dados los antecedentes expuestos sobre las complicaciones del uso de enzimas libres, asi
como también aquellas inmovilizadas en distintas superficies, ha crecido el interés por estudiar la
aplicacion de una célula completa productora de lipasas como biocatalizador (catalizador whole-

cell), que a diferencia de los casos anteriores, no requiere purificacion o complicados procesos
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de inmovilizacion, ya que la inmovilizacién se puede lograr de forma espontanea durante el
cultivo en batch o por lote (Ban et al., 2002). Diversos trabajos han demostrado las ventajas de la
utilizacion directa de los microorganismos productores de lipasa (LPM) como catalizadores para
evitar el alto costo de la inmovilizacion y purificacion de enzimas (Fukuda et al., 2003; Hama et
al., 2006; Devanesan et al., 2007; Chen et al., 2008).

La biocatalisis utilizando un LPM whole-cell promete desempefiar un papel importante en la
sintesis industrial de productos quimicos, productos farmaceuticos, y precursores para obtener
productos por sintesis quimica. Sin embargo, el nimero de resultados exitosos mediante este
proceso biotecnoldgico, ha sido hasta el momento muy reducido, debido a que existen varios
factores que limitan su aplicacion (Neumman et al., 2005). Una limitacién importante en la
aplicacion exitosa de células enteras en procesos biotecnoldgicos de sintesis quimica clésica, es
que muchas reacciones de interés involucran sustratos o productos que son extremadamente

toxicos para los microorganismos (Van Sonsbeek et al., 1993).

Este problema se puede resolver mediante la aplicacion de un disolvente organico. Se ha
utilizado con éxito ter-butanol, para aumentar la miscibilidad de la mezcla alcohol-aceite y la
estabilidad del catalizador whole-cell, como demostraron Nikolova y Ward (1993). De la misma
manera, Quin et al., (2008) aplicé n-heptano a la reaccion con R. chinensis alcanzando un 86%
de FAAE.

El tiempo de reaccion de este tipo de biocatalisis es mayor que en la catélisis quimica,
dificultando su aplicacion industrial. No obstante, dadas las ventajas medioambientales de esta
biocatalisis en comparacion con la catalisis quimica, es necesario continuar investigando en pro

de obtener mejoras en el tiempo de reaccion y el rendimiento de produccion.

Los aspectos principales a resolver, para poner en practica esta tecnologia a escala industrial son:
la inhibicion por el alcohol, la baja miscibilidad de la mezcla de aceite-alcohol, baja transferencia

de masa, y el tiempo de reaccidn. Sin embargo, el punto clave es la baja miscibilidad de la
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mezcla de aceite-alcohol, ya que el alcohol insoluble provoca inhibicion del microorganismo, en

su actividad enzimatica, una transferencia de masa pobre, y una reaccion lenta.

A fin de resolver estas dificultades, Ciudad et al., (2011) desarrollé un novedoso concepto de
biorreactor multifase, utilizando Rhizopus oryzae como catalizador whole-cell, y aceite vegetal
como materia prima para producir FAAE, en el cual obtuvo un 70% de rendimiento a
temperatura ambiente, sin aplicar ningan pre-tratamiento ni procedimiento de inmovilizacién

enzimatica.

2.7. Biorreactor multifase para la produccion de FAAE

Los biorreactores multifasicos han demostrado un significativo potencial significativo para
mejorar la productividad de muchos bioprocesos mediante la superacion de los problemas de
solubilidad y toxicidad del sustrato (Torres et al., 2009). Heipieper et al. (2007) afirman que las
biotransformaciones en sistemas con diferentes fases, permiten el transporte de sustratos y de
productos de una fase a la otra, manteniendo el equilibrio y disminuyendo simultaneamente el
efecto inhibitorio de los productos o reactivos, a diferencia de un sistema con una sola fase. Los
sistemas multifasicos tienen la ventaja de ser auto-reguladores facilitando asi el flujo dinamico

de nutrientes requeridos para la actividad metabolica de las células.

Este tipo de sistema ha sido utilizado principalmente en el tratamiento de aguas residuales
(Torres et al., 2009; Prasanna y Pydi, 2008; Zhu et al., 2000), y en las biotransformaciones en
sistemas de dos fases con catalizadores whole-cell (Heipieper et al., 2007; Rehmann, 2007). Por
lo tanto, esta tecnologia podria resolver muchos de los problemas de inhibicion causados por el

alcohol en la biocatalisis para la produccion de FAAE.

Heipieper et al., (2007) sefialan que las biotransformaciones a partir de whole-cells (o células

completas) suelen ser mas ventajosas que en los sistemas enzimaticos tradicionales, ya que



14

confieren una ventaja competitiva en las conversiones con materias primas complejas, que

involucran multiples reacciones enzimaticas.

En este sentido, Ciudad et al. (2011) desarrollaron un nuevo concepto de biorreactor multifasico
(Figura 3) para evitar parcialmente el efecto del alcohol sobre la inhibicion de Rhizopus oryzae,
microorganismo utilizado como catalizador whole-cell para la produccion de FAAE desde aceite
de colza. Las tres fases se disponen de la siguiente forma dentro de una placa Petri: una
superficie sélida compuesta de medio de cultivo para el crecimiento del microorganismo whole-
cell, una fase liquida correspondiente al aceite, y una fase gaseosa saturada de metanol. La fase
liquida del aceite, permite el transporte difusivo de alcohol entre la fase gaseosa (ambiente
saturado con alcohol) y la fase de aceite (baja concentracion de alcohol), ademas, se propicia un
transporte difusivo de agua y nutrientes entre el medio de cultivo (alta concentracion) y el aceite
liquido (baja concentracion). Esta dindmica mantiene los nutrientes, el agua, y el aceite,
biodisponibles para el crecimiento de LPM, y promueve al mismo tiempo la produccién de
FAAE.

La transferencia de masa en este tipo de sistema, es probablemente también reforzada por la
presencia de las hifas de R. oryzae, que conectan directamente las diferentes fases. Por otro lado,
la fase oleosa liquida podria actuar como una capa protectora ante la toxicidad del alcohol.
Probablemente, R. oryzae utiliza el alcohol necesario para la produccion de FAAE s6lo por
transporte difusivo lo que indica que el aceite se utiliza para el crecimiento de R. oryzae y para la

conversion a FAAE.
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Figura 3. Concepto de biorreactor multifase con un catalizador whole-cell para la produccion de FAAE. Modificado
de Ciudad et al., (2011).

De acuerdo con estos resultados, la aplicacion de este sistema multifase para la produccion de
FAAE, donde el catalizador es una célula entera que se mantiene viva y activa, es una potencial
alternativa a la utilizacién de lipasas comerciales. Sin embargo, se necesitan mas investigaciones
para su aplicacion a escala industrial. En este sentido, la investigacidn futura deberia centrarse en
mejorar el transporte de alcohol gaseoso y evaluar su efecto sobre los catalizadores de células
completas y rendimiento de FAAE. Sin embargo, el punto mas importante es evaluar el
rendimiento del sistema multifase utilizando material complejo bruto, tal como el aceite de

microalgas.
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2.8. Aceite de microalgas como materia prima para la producciéon de FAAE

Las microalgas corresponden a un conjunto de microorganismos unicelulares, generalmente
fotosintéticos, filamentosos (forman cadenas, colonias, o cenobios), y cuyas células funcionan
independientemente. Las microalgas pueden utilizar CO, como fuente de carbono y luz solar
como energia para acumulacion de aceite en determinadas condiciones ambientales (Li et al.,
2008). La acumulacién de aceite dependerd de cada especie y sus condiciones de cultivo, asi
como el pH, la salinidad, las fuentes de nitrogeno (Li et al., 2008), y la intensidad de la luz,
siendo considerados estos dos ultimos como pardmetros fundamentales (Solovchenko et al.,
2008).

Estos microorganismos pueden crecer fotoautotroficamente o heterotréficamente, aquellas que
son heterétrofas producen méas acidos grasos, ya que el uso de una fuente de carbono organica
resulta en una mayor produccion de biomasa y mayor acumulacién de lipidos en la célula en

comparacion con el crecimiento autotréfico (Xu et al., 2006; Miao y Wu, 2006).

Se ha reportado que muchas microalgas, tales como: Botryococcus braunii, Chlorella sp.,
Crypthecodinium cohnii, Cylindrotheca sp., Dunaliella primolecta, Isochrysis sp., Monallanthus
salina, Nannochloris sp., Nannochloropsis sp., Neochloris oleoabundans, Nitzschia sp.,
Phaeodactylum tricornutum, Schizochytrium sp., y Tetraselmis sueica, pueden acumular aceites
(Chisti, 2007). Entre ellas, destacan Botrycoccus braunii y Nannochloropsis gaditana, que han
sido ampliamente estudiadas debido a su alto contenido de lipidos, alcanzando un 30-40% y 45-
55%, respectivamente.

B. braunii es una especie que se caracteriza por ser capaz de excretar hidrocarburos a las capas
externas de la pared celular, generando grandes concentraciones de lipidos altamente saturados y
complejos, principalmente hidrocarburos, acidos grasos, polimeros y ceras. En el caso del aceite
de N. gaditana, el contenido de acidos grasos esta constituido principalmente por acido palmitico

y acido palmito oleato, a diferencia de B. braunii que es principalmente acido oleico. No



17

obstante, el alto indice de acidez (> 8,97 mg KOH/g) de estos aceites dificulta el uso de un
catalizador quimico tradicional para la produccién de biodiesel (Xu et al., 2006). Por otra parte,
las microalgas han presentado algunos problemas asociados a sus condiciones de crecimiento en
sistemas de biorreactores, considerando sus requisitos de luz y las grandes superficies requeridas

para su cultivo (Vicente et al., 2009).

De acuerdo a Samori et al. (2009), las complicaciones de la produccion de biocombustibles a
partir de microalgas, tienen un costo total mas alto en comparacion con los combustibles fosiles,
ya que la operacién de estanques abiertos y biorreactores de cultivo son costosos, y la
recoleccion de la biomasa de microalgas requiere grandes cantidades de energia. Ademas, el
paso critico en el desarrollo de biodiesel a partir de microalgas es la extraccion de lipidos, por
ello, la tecnologia de extraccién de aceite se debe mejorar, y probablemente ser redefinida a fin

de hacer de éste un proceso competitivo.

A pesar de numerosas investigaciones sobre el cultivo de microalgas como materia prima para la
produccién FAAE, son pocos los estudios enfocados directamente a la sintesis de FAAE. Miao y
Wu (2006) utilizaron cultivos celulares de Chlorella protothecoides con alta acumulacion de
lipidos (55%), alcanzando hasta un 60% de conversion a FAAE en catélisis acida (acido
sulfarico en proporcion 1/1 p/p é&cido/lipidos), sin embargo para lograr ese resultado fue
necesaria una alta adicion de metanol en una proporcién de 56:1. Umdu et al. (2009)
consiguieron un 98% de FAAE utilizando aceite extraido de Nannochloropsis oculata, en cuyos
ensayos se aplico un catalizador heterogéneo (Al,O3 impregnado con CaO y MgO) a 50 °C, y

una incorporacion de metanol en relacion molar de metanol/lipido 30:1 [mol/mol].

En el caso de la utilizacion de aceite de microalgas para la produccién de biodiesel, aplicando
catalizadores enzimaticos, trabajos realizados por Xiong et al. (2008) revelaron conversiones de
hasta un 98% de FAAE usando aceite de Chlorella protothecoides, y aplicando lipasas de
Candida sp., en 12 horas de reaccion; no obstante, fue necesario utilizar lipasas inmovilizadas en

resinas macroporosas en un 75% p/p. Para el caso de los catalizadores whole-cell, Xiao et al.,
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(2010) exploraron la utilizacion de lipasas inmovilizadas de Aspergillus niger en particulas
porosas de biomasa (BSPs), y aceites extraidos de la microalgas Nannochloropsis sp. y

Chlorella, consiguiendo conversiones de un 68.2% y 50.3%, respectivamente.

Considerando estos antecedentes, la produccion biotecnoldgica de FAAE a partir de aceite de
microalgas es una tecnologia incipiente y no ha sido suficientemente explorada. Actualmente, no
existen investigaciones previas que reporten el uso de este tipo de materia prima en procesos que

apliguen un LPM como catalizador whole-cell para la produccion de FAAE.
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3. HIPOTESIS

La utilizacion de Rhizopus oryzae como catalizador whole-cell en un biorreactor multifase, hace

factible la produccion de biodiesel utilizando aceite de microalgas como materia prima.

3.1. Objetivo general

Evaluar la factibilidad técnica de utilizar Rhizopus oryzae como catalizador whole-cell para
producir biodiesel en un biorreactor multifase a partir de aceite extraido de dos especies de

microalgas.

3.2. Objetivos especificos

Determinar las condiciones de operacion para la produccién de biodiesel utilizando Rhizopus
oryzae como catalizador whole-cell en un biorreactor multifase a partir de aceite de dos especies

de microalgas y dos acil aceptores.

Evaluar la reutilizacién de Rhizopus oryzae como catalizador whole-cell luego de un ciclo de

produccidn de biodiesel.
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4. METODOLOGIA

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Biocombustibles y Materiales
correspondiente al Center of Waste Management and Bioenergy, ubicado en las dependencias
del Nucleo Cientifico Tecnoldgico en Biorecursos (BIOREN) en la Universidad de La Frontera,

Temuco.

4.1. Material biol6gico y condiciones de cultivo

La cepa del hongo Rhizopus oryzae 4697 fue adquirida desde NBRC cultures, Japén. Para
sustentar el crecimiento del hongo, este fue replicado en un stock utilizando un medio de cultivo
solido modificado por Ciudad et al., 2011 (70 g/L peptona, 1 g/L NaNOg, 1 g/L KH,PO,, 0.5 g/L
MgSQO, 7H,0 y 1.5 % agar), ajustado a pH 7,4. Todo el stock utilizado en el disefio experimental
se mantuvo a 25°C para su crecimiento por 7 dias en 1,5 mL de aceite vegetal esparcido sobre el
medio de cultivo sélido con ayuda de una espatula, esto a fin de proporcionar otra fuente de
carbono, y simultdneamente estimular la produccion de lipasas. Posteriormente, las placas
completamente colonizadas fueron almacenadas a 4°C hasta su utilizacion en los diferentes

ensayos.

4.1.1. Microalgas. La biomasa microalgal fue obtenida desde la Universidad de Antofagasta,
lugar en donde es cultivada, cosechada, y centrifugada hasta obtener aproximadamente un 20%
en materia seca. Luego, la microalga es envasada al vacio y congelada para ser transportada
hasta el laboratorio de Biocombustibles y Materiales, manteniendo la cadena de frio. Una vez

recibidas en el laboratorio, son almacenadas a -20°C hasta su posterior utilizacion.
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4.2. Extraccion de lipidos de microalgas por método Soxhlet con éter de petrdleo.

Dos aceites de diferentes especies de microalgas, Botryococcus braunii y Nannochloropsis
gaditana, fueron utilizados a fin de evaluar la robustez y versatilidad del catalizador whole-cell

frente a distintos sustratos.

La biomasa microalgal fue obtenida desde la Universidad de Antofagasta, con aproximadamente
un 20% en materia seca. La extraccion de lipidos se realiz6 segun el método de Apha (1998)
mediante Soxhlet (Figura 4), sistema ampliamente utilizado en la extraccion de aceite de
microalgas y lipidos en general. Para ello, 25g de microalga seca y molida fueron pesados en un
dedal de celulosa, se tap6 con papel filtro, y una vez cerrado fue insertado al tubo del sistema
Soxhlet. Luego, se incorporaron 350 mL de éter de petréleo en un baldén de 500 mL con 6 perlas
de vidrio para controlar la ebullicion, esto se ensamblé al Soxhlet, y se conectd a un
condensador; en el cual, después de evaporarse, el solvente organico se condensa y cae al tubo
Soxhlet, donde extrae el aceite contenido en la biomasa seca hasta que el tubo se llena. Cuando
el tubo esta lleno de solvente, este, por medio de un sifon, vuelve al balén que contiene el resto

de solvente y se repite el proceso durante 16 horas, con el manto calefactor a 65°C.

La fraccion lipidica fue concentrada por rotaevaporacion, y almacenada a 4°C en frascos &mbar
para evitar su oxidacion por efecto de la luz y temperatura. El solvente fue recuperado para su

posterior reutilizacion.
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Figura 4. Esquema conceptual del sistema Soxhlet. Imagen tomada de Nufiez, (2008).

4.2.1. Obtencién de la fraccion de &cidos grasos transesterificables en los aceites de
microalgas. De acuerdo al método de Araujo (1995), se hidrolizaron 100 pL de aceite en tubos
de ensayo de tapa rosca, con 2 mL de KOH/ MeOH 0,5 M, dejando incubar en un vaso
precipitado con agua a 100°C por 5 minutos, sobre una placa calefactora. Una vez hidrolizado, se
afiadieron 800 pL de HCL/MeOH (4/1 v/v) y se incubo a 100°C por 15 min, se dejo enfriar y se
agregaron 3 mL de H,O destilada para facilitar una clara separacion de las fases. Posteriormente,
3 mL de éter de petroleo fueron incorporados a las muestras, se agitaron brevemente los tubos, y
se dejé reposar durante 1 minuto. Se extrajo el sobrenadante correspondiente a la fraccion
metilada contenida en los 3 mL de éter de petroleo, se traspasé a otro tubo, y se repitié la
extraccion sobre el resto del metilado, por medio de un segundo lavado con otros 3 mL de éter de
petréleo. Previo a la inyeccion en GC-MS, las muestras se mantuvieron por 72 horas bajo

campana de extraccion hasta la evaporacion total del solvente.
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4.3. Inoculacion al biorreactor multifase

Para la preparacion de los ensayos en los biorreactores multifase (Figura 5), se prepararon
placas Petri con el medio de cultivo citado anteriormente. Luego, se agregd 250 uL de aceite de
microalga sobre el medio de cultivo sélido utilizando un aza de vidrio. Para la inoculacion del
sistema, se cortaron porciones de 1 cm de didmetro desde las placas de stock, y fueron dispuestas
en las placas con distintos aceites. Posteriormente los biorreactores fueron incubados durante 96
horas a 20°C para favorecer el crecimiento del hongo en las placas; pasado este tiempo, se
adicionaron otros 250 pL de aceite de microalga sobre el hongo, y una vez completa esta etapa se
comenzo6 con la primera dosis de alcoholes de acuerdo al tipo de aceptor acilo, proporcion
respecto al aceite, y temperatura de incubacidn correspondiente al respectivo tratamiento en
triplicado. La recarga de alcohol se realizo con una jeringa cada 24 horas hasta completar 4 dosis

en total, y el tiempo de incubacion a la temperatura para cada ensayo se establecio en 165 horas.

¥
Acil aceptor J %
2c:ite de" Inoculaciény ‘ / Aceite de J
i L N
b Experimental
‘ \ Temperatura J
\h,.- de reaccion
Aceitede
N. gaditana 96 hrs. Diferentes niveles Evaluacién del tratamiento

Figura 5. Disefio del proceso para la preparacion de los sistemas multifase de acuerdo a cada tratamiento.
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4.4. Condiciones operacionales del biorreactor multifase y disefio experimental

Para determinar la mejor condicion operacional y el mejor aceite de microalga para producir
FAAE, se aplicd una metodologia factorial. El disefio experimental (Tabla 2) consistio en 4
variables, temperatura (20, 30, y 40°C), tipo de aceptor acilo (metanol y etanol), tipo de aceite de
microalga (Botryococcus braunii, y Nannochloropsis gaditana), y proporcion de Alcohol/Lipido
(4/1, 8/1, 12/1 [mol/mol]), cuyos rangos experimentales fueron escogidos previamente a través

de experimentos exploratorios.

Tabla 2. Tratamientos ensayados en el estudio de las condiciones operacionales para la produccion de FAAE,
utilizando R. oryzae como catalizador whole-cell.

Tratamiento Temperatura Proporcion
(°C) Alcohol/Lipido [mol/mol]
1A 20 4:1
2 30 4:1
3 40 4:1
1B 20 8:1
1C 20 12:1

Los resultados fueron comparados segun los rendimientos de reaccion y la productividad de

FAAE. Todas las experiencias se realizaron en triplicado.

4.4.1. Cinetica de la reaccion. Para estudiar la formacion de diferentes productos, y la cantidad
de horas requeridas para el proceso de conversion, se realizd un set de experimentos por
triplicados y en destructivo. Esto fue evaluado cada 24 horas hasta completar un total de 5

muestreos durante el tiempo anteriormente establecido para la reaccion.

La hidrélisis de los diferentes aceites fue determinada por la medicion del indice de Acidez (1.A)

y contenido de FFA (Free Fatty Acid), mientras que la ocurrencia de esterificacion fue evaluada
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en terminos del comportamiento de la concentracion de FFA, considerando que una disminucion

del contenido de FFA indica su esterificacion a FAAE.

4.5. Toma de muestras

Al finalizar cada experimento, las muestras fueron extraidas utilizando 15 mL de éter de
petroleo sobre la placa, se realizé un barrido con un aza de vidrio, y el contenido fue almacenado
en un tubo de ensayo de tapa rosca utilizando una pipeta Pasteur. Debido al arrastre de residuos y
trazas del microorganismo, las muestras fueron centrifugadas a 3000 r.p.m durante 6 minutos, y
el sobrenadante fue traspasado a un tubo de ensayo cuyo peso ha sido previamente registrado. El
solvente de las muestras fue evaporado bajo campana de extraccion durante 48 horas para su

posterior analisis en cromatografia gaseosa.

4.6. Determinacion del Indice de Acidez (1.A)

Para la determinacion del indice de acidez, se neutralizaron 200 mL de alcohol en ebullicion
mediante la adicion de NaOH 0,1 M; como indicador se agregd Fenolftaleina (3 gotas aprox.).
Luego, se pesaron aproximadamente 100 mg de aceite en un tubo de ensayo, y esto fue disuelto
en 2 mL del alcohol previamente neutralizado. Una vez que el aceite se encontré6 completamente
homogeneizado en el alcohol con ayuda de una barra magnética, se titul6 en presencia de
fenolftaleina, usando NaOH 0,02 M y agitando constantemente hasta alcanzar el punto de
equivalencia, es decir, momento que una gota produce un cambio de color ligero pero evidente,
que persiste al menos por 30 segundos. Los resultados fueron calculados mediante la siguiente

férmula;

Donde:

I.A = indice de acidez (mg NaOH/g de aceite)

V = volumen solucion valorada de NaOH utilizada (mL)
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C = peso molecular NaOH (40g/mol)
M = molaridad de solucién de NaOH utilizada (mol/L)
P = peso en gramos de muestra utilizada (g).

Finalmente, la produccion de FAAE fue determinada por el contenido de esteres metilicos

presentes en las muestras.

4.7. Deteccion y cuantificacion de FAAEs por cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometro de masas (GC-MS)

Se identifico y cuantificd el porcentaje de FAAE presentes en la muestra, mediante
cromatografia en fase gaseosa. Se preparé como estandar interno una solucion de concentracion
conocida de metil heptadecanoato, utilizando n-heptano como solvente (2000 mg/L).
Posteriormente, se pesaron 8 a 15 mg de muestra en viales para cromatografia, se anaden 233 pL
de estandar interno, y 926 uL de n-heptano; se tapo el vial y se agito en vortex por 30 segundos
para homogeneizar. Se inyectd 1 puL de la mezcla utilizando helio como gas carrier, en un
cromatografo de gases Clarus 600, acoplado a espectrometro de masa Clarus 500T de Perkin
Elmer (GC/MS), con una columna capilar Elite 5-MS (95% difenil-5% dimetil), de 30 m de
largo, 0,1 pm de espesor y diametro interno de 0,25 mm. El programa de temperatura fue el
siguiente: 50°C por 1 minuto, calentando hasta 187°C a una tasa de 1,1 °C/min. Temperatura del

inyector 250°C.
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4.8. Determinacion de viabilidad para la reutilizacion del catalizador whole-cell

A fin de determinar la factibilidad de la reutilizacion de Rhizopus oryzae como catalizador
whole-cell en la produccion de biodiesel a partir de aceite de microalgas en el biorreactor
multifase, se realizaron dos tipos de experimentos: a) Re-inoculacion del microorganismo al final
del ciclo de produccion de biodiesel, en una nueva placa con medio de cultivo; b) Reutilizacion
del catalizador whole-cell al final del ciclo de produccion de biodiesel, incorporando nuevo

sustrato en el mismo sistema.

4.8.1. Re-inoculacion del catalizador whole-cell. Se estudi6 la factibilidad de re-colonizacion
del catalizador whole-cell, realizando un muestreo en 9 zonas de la placa luego de un ciclo de
produccion de biodiesel durante 96 horas, con etanol como aceptor acilo y aceite de N. gaditana
y en proporcion 8/1 [mol/mol]. Estos 9 indculos fueron re-ubicados en 9 placas Petri con medio
de cultivo (Figura 6), este experimento se realizd en duplicado, y el crecimiento fue observado
durante 7 dias.
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Figura 6. Experimentos de re-inoculacion del catalizador whole-cell (RINC).
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4.8.2. Reutilizacion del catalizador whole-cell. Se estudio la factibilidad de re-colonizacion del
catalizador whole-cell, quitando la fuente de alcohol de la placa Petri, luego de completar un
ciclo de produccion de biodiesel durante 96 horas, con etanol como aceptor acilo y aceite de N.
gaditana en proporcion 8/1 [mol/mol] racionado en 4 dosis de 1 mL cada 24 horas. Una vez
terminado el ciclo, se esper6 la evaporacion del alcohol residual condensado en la placa Petri
durante 24 horas, posteriormente se agregaron otros 250 uL de aceite de N. gaditana, esparcidos
con un aza de vidrio. Este experimento fue realizado en triplicado, el crecimiento fue observado

durante 96 horas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Contenido de lipidos transesterificables en los aceites de microalga

A fin de determinar el rendimiento méaximo teodrico de FAAE a obtener, se determing el perfil
de &cidos grasos de las microalgas Botryococcus braunii (Bb) y Nannochloropsis gaditana (Ng).
Para ello, se procedio con la metilacion de los lipidos de las microalgas, extraidos mediante el
sistema Soxhlet, a partir de esto, se obtuvo la fraccion de lipidos transesterificables en cada
especie de microalga. La identificacion y cuantificacion de los acidos grasos se realizO por
cromatografia gaseosa. Los resultados se resumen en la Tabla 3.

Generalmente, los lipidos producidos por las microalgas incluyen lipidos neutrales, polares,
ceras, esteroles, hidrocarburos, glicolipidos (predominantes en membranas cloroplésticas),
fosfolipidos, y pigmentos (carotenoides, clorofilas, etc); estos lipidos pueden ser agrupados en
dos categorias: los lipidos de almacenamiento o no polares, y los lipidos estructurales o polares.
Estos ultimos se encuentran principalmente como triglicéridos, compuestos principalmente por
acidos grasos saturados e insaturados, con moléculas lineales de 12 a 22 atomos de carbono en

namero par, las cuales pueden ser transesterificadas para producir biodiesel.

Los acidos grasos de 16C a 18C son los mas frecuentes en microalgas, sin embargo moléculas de
cadena media (10C, 12C, 14C) o demasiado larga (> 20C) predominan en ciertas especies.
Thomas et al., (1984) report6 la abundancia relativa de ciertos acidos grasos asociado a especies
especificas, destacando entre otros, el contenido de C20:5 para Nannochloropsis sp. en
comparacion con otras cepas. Esto guarda relacion con la diferencia expresada para el acido
eicosapentaenoico en el perfil de acidos grasos para Nannochloropsis gaditana y Botryococcus
braunii, con los cuales a partir de la metilacion y posterior cuantificacion por cromatografia

gaseosa, se obtuvo un 10,4 y 0,86%, respectivamente.

Las claras diferencias en el perfil de acidos grasos para las especies Botryococcus braunii (Bb),

y Nannochloropsis gaditana (Ng), pueden derivar en distintos efectos para las caracteristicas del
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FAAE producido. Los estdndares usualmente utilizados como referencia son la norma ASTM
D6751 en EUA y las normas europeas EN 14213 (biodiesel para calefaccion) y EN 14214
(biodiesel para uso vehicular). EI cumplimiento de tales disposiciones precisa de biodiesel
enriquecido en &cidos grasos de cadena larga con elevado grado de saturacion, es decir,
preferentemente los &cidos palmitoleico (C16:1), oleico (C18:1) y miristico (C14:0), que
permitan disminuir las emisiones toxicas y mejorar las propiedades del biocombustible (Knothe,
2005; Chisti, 2007; Schenk et al., 2008). En este sentido rendimiento maximo teorico de FAAE
reflejado en el perfil de &cidos grasos, indica una relevante ventaja en los resultados obtenidos a
partir de los lipidos contenidos en N. gaditana, sobre aquellos en B. braunii, en los cuales se
observé un 14,54 y 4,94% para C16:1; un 5,18 y 29,87% para C18:1; y por ultimo, un 0,6 y
5,05% para C14:0, respectivamente.

Tabla 3. Contenido de lipidos transesterificables en los aceites obtenidos por método Soxhlet para las microalgas B.
braunii y N. gaditana

FAME (%)
Formula Nombre comun Aceites de Microalga
CN:DB B. braunii  N. gaditana
C14:0 Acido miristico 0,06 5,05
C16:0 Acido palmitico 1,63 13,42
Cc16:1 Acido palmitoleico 4,94 14,54
C18:2n-6 Acido linoleico 2,06 1,02
C18:1n-9cis Acido oleico 29,87 5,18
C18:1n-9trans  Acido elaidico 0,65 0,15
C18:0 Acido esteéarico 0,11 0,50
C20:4n-6 Acido araquidénico 0,19 2,13
C20:5n-3 Acido todo cis (5,8,11,14,17) 0,86 10,04
eicosapentaenoico
Fraccion transesterificable total 40,38% 52,02%

*CN:DB = Numero de atomos de carbono de los grupos acilo del triacilglicerol : Namero de dobles enlaces.
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En las especies dulceacuicolas, como Botryococcus braunii, prevalecen los &cidos grasos
saturados y mono-insaturados, observandose en menor proporcion los compuestos poli-
insaturados (Polynsaturated Fatty Acids, PUFAS). Por el contrario, en especies marinas como
Nannochloropsis gaditana, los PUFAs pueden en algunos casos llegar a constituir la mayor

fraccion de acidos grasos.

Knothe (2005), aclar6 que un perfil de acidos grasos de cadena larga con un bajo grado de
insaturacion, es deseable para la elaboracion de biocombustible de calidad. En este sentido, pese
a la ventaja dada por la fraccidn transesterificable total de N. gaditana sobre B. braunii (52,02 y
40,38%, respectivamente), los altos valores mostrados para los compuestos poli-insaturados en

N. gaditana constituyen un perjuicio para la calidad del producto final.
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5.2. Condiciones de operacion para la produccion de biodiesel utilizando R. oryzae como
catalizador whole-cell en un biorreactor multifase.

Con el objetivo de determinar las condiciones de operacion para un biorreactor trifasico,
utilizando Rhizopus oryzae como catalizador whole-cell, para la sintesis de FAAE a partir de
aceite de microalgas, se estudiaron diferentes variables del sistema. En primera instancia, fueron
estudiados tres niveles de temperatura, utilizando N.gaditana y B. braunii como materia prima,
y dos aceptores acilo (metanol y etanol), en una razén molar de alcohol lipido 4:1 [mol/mol].
Esto, a fin de explorar la tendencia del factor temperatura con respecto a la produccion de
FAAE.

Los resultados correspondientes a los experimentos exploratorios para la seleccion de
temperatura (Figura 7), revelaron una clara tendencia a disminuir el porcentaje de FAAE
conforme se aumenta la temperatura de reaccion. El rendimiento méaximo, fue obtenido a 20°C,
utilizando aceite de N. gaditana como materia prima alcanzando hasta un 73,1% de FAAE al
incluir etanol como aceptor acilo; esto, seguido por una conversion de 38,8% al reemplazar el
aceptor acilo por metanol. Carrillo et al., (2007) modelaron el crecimiento de Rhizopus oryzae en
distintas condiciones y temperaturas, sugiriendo finalmente que el crecimiento de este hongo se
ve favorecido a 20°C considerando condiciones muy similares a las utilizadas en este estudio. En
consecuencia, el hecho de establecer un ambiente favorable para el microorganismo, con una
baja y lenta tasa de evaporacion de alcohol, permitié que éste pudiese utilizar los triglicéridos
como fuente de carbono pese a tratarse de un sustrato cuya composicion es bastante compleja,
estimulando asi la produccion de lipasas para acceder a moléculas simples, que en paralelo son

esterificadas para la sintesis de FAAE.

Los bajos valores de conversion a biodiesel, obtenidos al aumentar la temperatura del proceso a
30°C y a 40°C, indican que la maquinaria metabdlica del microorganismo y en especifico la
actividad lipasa, se ven afectadas negativamente, observandose una disminucion consecutiva del

contenido de FAAE. Esto sugiere que el incremento de la temperatura en el proceso implicé un
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brusco aumento en la tasa de evaporacion del alcohol contenido en el sistema, elevando su
concentracion en la fase gaseosa, y en efecto, probablemente intensificando la toxicidad en el
medio para el microorganismo e inhibiendo su actividad lipasa por desnaturalizacion. Esta
misma ldgica, también explica la diferencia que represent6 la baja en el rendimiento al aplicar
metanol, compuesto cuya naturaleza quimica le confiere una mayor presion de vapor con
respecto al etanol, correspondiente a 127 y 59 hPa, respectivamente (valores a una temperatura
de 20°C).
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Figura 7. Rendimiento de FAME para diferentes temperaturas, con una razon molar Alcohol/Lipido (A/L) de 4:1
[mol/mol]. A) Aceite de B. braunii, metanol como aceptor acilo; B) Aceite de B. braunii, etanol como aceptor acilo;
C) Aceite de N. gaditana, metanol como aceptor acilo; D) Aceite de N. gaditana, etanol como aceptor acilo.
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5.2.1. Efecto de la variacion de la concentracion de alcohol en el rendimiento de FAAE. Se
investigd el efecto de distintas razones molares de Alcohol/Lipido (A/L) [mol/mol] en el
rendimiento de FAAE. Para ello, se utilizé el mejor nivel de temperatura determinado a partir del
experimento anterior (20°C), y fueron aplicados tres niveles para la concentracion de alcohol,
4/1, 8/1, y 12/1 [mol/mol], se mantuvo tratamientos por separado de etanol y metanol como
aceptores acilo, en combinacion con los distintos aceites de microalgas (Figura 8).

Diversos autores han reportado que una razon molar éptima para la produccién de biodiesel se
encuentra en 6/1 [mol/mol], mientras que Leung y Guo (2006) demostraron obtener un maximo
de conversion a FAME al utilizar una concentracion de 7/1 [mol/mol]; por su parte Phan y Phan
(2008), advirtieron incrementos en el rendimiento de FAME hasta una razén 8/1, conversion que
disminuia para razones sobre 12/1. No obstante, cabe mencionar que en estas investigaciones se
utiliz6 aceites residuales de canola como materia prima, metanol como aceptor acilo, y
catalizadores alcalinos. Dicho esto, en los casos anteriormente mencionados, la reduccion del
rendimiento para altas concentraciones de metanol se podria originar debido a que el exceso de
metanol interferiria en la separacion de los ésteres producidos, por un incremento de la

solubilidad del glicerol (Encinar et al., 2007).

En cuanto al efecto de la dosis de alcohol, de acuerdo al sistema y catalizador utilizado en la
presente investigacion, se distinguié una clara tendencia (Figura 9), favoreciendo la eficiencia
del proceso hasta una razén molar alcohol/lipido 8/1 [mol/mol], indicando que el sistema
necesita de una cantidad adecuada de alcohol para favorecer el proceso de transesterificacion o
esterificacion de los aceites, permitiendo establecer cierta analogia con los resultados mostrados
por Phan y Phan (2008).

Esto sugiere que el proceso de produccion de FAAE utilizando Rhizopus oryzae como
catalizador whole-cell, y aceite de microalgas como materia prima, tendria en este sentido, un
funcionamiento bastante competitivo al ser comparado con un proceso quimico con materias

primas convencionales. Mas aun, si consideramos que al reemplazar este tipo de materias primas
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por aquellas alternativas como el aceite de microalgas junto a la aplicacion de catalizadores
heterogeneos (Al,O3 impregnado con CaO y MgO) (Miao y Wu , 2006), o catalisis acida (&cido
sulfurico en proporcion 1/1 p/p &cido/lipidos) los autores reportaron requerir un exceso de
alcohol en la reaccion, necesitando desde una razon molar A/L de 30:1 [mol/mol] al utilizar sales
como catalizador para conseguir un 98% de FAAE, hasta una razon A/L 56:1[mol/mol] para
alcanzar un 60% de conversion a FAAE para el caso de la catélisis &cida.
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Figura 8. Rendimiento de FAME a 20°C, para diferentes razones molares de Alcohol/Lipido (A/L) [mol/mol]. A)
Aceite de B. braunii, metanol como aceptor acilo; B) Aceite de B.braunii, etanol como aceptor acilo; C) Aceite de
N. gaditana, metanol como aceptor acilo; D) Aceite de N. gaditana, etanol como aceptor acilo.
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Figura 9. Gréafica de efectos principales para el rendimiento de FAME con diferentes razones molares de
Alcohol/Lipido (A/L) [mol/mol], utilizando dos niveles de temperaturas, y etanol como aceptor acilo. A) Aceite de
B.braunii; B) Aceite de N. gaditana
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Para todos los casos estudiados, las mayores eficiencias se obtuvieron con aceite proveniente de
N. gaditana (Figura 8), esto se puede asociar a que el contenido de &cidos grasos (fraccion
metilable total de lipidos) fue mayor para el caso de N. gaditana comparado con el aceite de B.
braunii (Tabla 3). Por otro lado, el aceite de B. braunii es altamente complejo, ademas de
triglicéridos o triacilgliceroles, contiene &cidos grasos libres, ceras, esteroles, hidrocarburos, y
glucolipidos, los cuales pueden interferir en la actividad enzimatica por parte de Rhizopus

oryzae.

En definitiva, la mejor temperatura y concentracion de alcohol para la produccién de FAAE en
este tipo de sistema, se encontr6 a 20°C, en una relacién molar de alcohol/lipido 8:1 [mol/mol]
(Figura 10).

Razdn molar alcohol/lipido [mol/mol]

20 22 24 26 28 30
Temperatura [°C]

Figura 10. Gréfica de contorno para el rendimiento de FAAE, con dos razones molares de Alcohol/Lipido (A/L)
[mol/mol], utilizando dos niveles de temperaturas, etanol como aceptor acilo, y aceite de N. gaditana como materia
prima.
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La gréfica de contorno (Figura 10) para el rendimiento de FAAE, utilizando etanol como aceptor
acilo, y aceite de N. gaditana como materia prima, evidencié mejores resultados a 20°C en una
proporcion de alcohol/aceite de 8:1 [mol/mol]. Con estas condiciones, se alcanz6 un promedio
maximo de 91,9% en conversion a FAAE. Estos resultados demuestran la factibilidad de obtener
FAAE a partir de aceite de microalgas utilizando R. oryzae como catalizador whole-cell, y
ademéas sugieren la posibilidad de establecer una operacion a baja temperatura, con la

consiguiente disminucion del costo energético necesario del proceso.

Por Gltimo, al observar las gréaficas 7 y 8, queda en evidencia que el incremento de la temperatura
tuvo un efecto més significativo sobre la productividad de FAAE, que el incremento en la dosis
de alcohol. Esto, podria confirmar que el brusco incremento en la temperatura y su consecuente
efecto en el aumento de la saturacion en la fase gaseosa, provoca una mayor condensacion del
alcohol, que inevitablemente entra en contacto con el microorganismo en forma liquida,
situacion que se agudizé con cada aumento en la temperatura. La inhibicion generada en estos
escenarios (30 y 40°C), tuvo un drastico desenlace en el porcentaje de FAAE obtenido,

I6gicamente con respecto a los tratamientos sometidos a una baja temperatura (20°C).

En relacion a estos resultados, R. oryzae ha mostrado ser un catalizador robusto, capaz de resistir
y mantenerse activo en un ambiente desfavorable compuesto de aceites complejos y alcohol,
logrando eficiencias sobre el 90% de FAAE a 20°C. Lo anterior también se explica en parte por
la alta hidrofobicidad de la pared celular en esta especie (cuya composicion incluye compuestos
insolubles como quitosano y quitina) y a la ventajosa disposicion del sistema propuesto, que
permite dosificar lentamente el alcohol a bajas temperaturas, en forma gaseosa, lo cual evita el

contacto directo del microorganismo con el alcohol.
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5.1.2 Cinética de la reaccién. Para determinar el tiempo de operacion del sistema y los
fendmenos que estan ocurriendo en el reactor trifasico, se realizaron cinéticas para la produccion
de FAAE e indice de acidez (1.A), usando las mejores condiciones operacionales determinadas a

partir de los experimentos previos. Los resultados se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Cinética de produccién de FAAE y acidos grasos libres, usando etanol como aceptor acilo y dos aceites
de microalga. A) Aceite de N. gaditana y B) Aceite de B. braunii. Las flechas indican las recargas de alcohol al
sistema.
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En este experimento, la hidrolisis de los diferentes aceites se determind por la medicion del
indice de Acidez (I.A). La ocurrencia de esterificacion fue evaluada en términos del
comportamiento de la concentracion de acidos grasos libres (FFA), considerando que una

disminucion del contenido de FFA indica su esterificacion a FAME.

La Figura 11A, muestra el resultado para el aceite de N. gaditana, y la Figura 11B muestra el
resultado para el aceite de B. braunii. En ambos casos, se observo que a medida que se incorporo
alcohol al sistema en varias etapas, se incrementd el contenido de FAAE. De igual modo, se
refleja un aumento en el contenido de acidos grasos libres, los cuales disminuyen cuando se
estanca la produccion de FAAE, lo cual indica que estos son consumidos para su posterior
esterificacion a FAAE. Este resultado confirma que las lipasas de R. oryzae, hidrolizan el aceite
a acidos grasos libres, para posteriormente esterificarlos a FAAE. En ambos ensayos, se observa
que la produccién de FAAE concluye a las 96 horas de reaccién. Las velocidades de produccion
de FAAE para aceite de N. gaditana y B. braunii son de 0.9 FAAE/h y 0.6 FAAE/h,

respectivamente.

El tiempo de reaccién en este sistema fue significativamente alto en comparacion con los
resultados mostrados por Royon et al. (2007), en cuya investigacién logré6 un 80% de
rendimiento de FAME luego de 5 horas de reaccién, utilizando Novozym 435 como catalizador,
ter-butanol como co-solvente y razén molar metanol/aceite 6/1; o al ser contrastado con los
estudios realizados por Al-Zuhair et al. (2009), que en 10 horas de reaccion alcanzaron un 35 %
de FAME en un medio sin solvente utilizando lipasa de Pseudomonas cepacia como catalizador,
y también obtuvo un 5,9 % de FAME en 62 horas de reaccién utilizando lipasa de Candida
antarctica y n-hexano como co-solvente. Sin embargo, hay que considerar que en el presente
estudio se utilizo un sistema estatico, y un transporte difusivo de los compuestos requeridos para
el proceso de esterificacion; esto implica, que de acuerdo a las condiciones operacionales
determinadas en este estudio, la investigaciones futuras en esta linea deben ser enfocadas a
mejorar el aumento de la transferencia de masa y consecuente optimizacion de los rendimientos

de FAAE en menores tiempos de reaccion.
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5.3 Reutilizacion del catalizador whole-cell

Se investigo la factibilidad de reutilizar Rhizopus oryzae como catalizador whole-cell luego
de ser sometido a un ciclo de produccion de biodiesel. Para esto, se utilizaron las mejores
condiciones para el rendimiento de FAAE determinado a partir de los resultados descritos
anteriormente; es decir, a 20°C, utilizando etanol como aceptor acilo, aceite de N. gaditana como
materia prima, en una razon molar alcohol/lipido de 8/1 [mol/mol], y cumplidas 96 horas de
reaccion. Una vez finalizado el primer ciclo, se iniciaron dos formas de reutilizacion: a) Re-
inoculacién del microorganismo al final del ciclo de produccion de biodiesel, en una nueva placa
con medio de cultivo; b) Reutilizacién del catalizador whole-cell al final del ciclo de produccion

de biodiesel, incorporando nuevo sustrato en el mismo sistema.

Para el caso de la re-inoculacién (Figura 12), de los 9 in6culos muestreados desde la placa que
finalizo el ciclo 1 (en duplicado), ninguno evidencid algun indicio de re-colonizacion en la nueva
placa para comenzar otro ciclo. Mientras que, el experimento control de estos ensayos, cuyo
indculo fue extraido desde una placa stock, coloniz6 completamente la placa receptora al

completarse los 7 dias de observacion de este ensayo.

Figura 12. Ensayo de reutilizacidn del microorganismo luego de un ciclo de produccion de biodiesel. A) Placa al
finalizar un ciclo de produccién de biodiesel; B) Muestreo desde distintas zonas de la placa. C) Crecimiento
observado luego de 7 dias; D) Control.

Con respecto a la reutilizacion incorporando nuevo sustrato en el mismo sistema, los resultados
indicaron que la recarga de aceite sobre el catalizador whole-cell que permanecia en la placa, no
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fue utilizada por el microorganismo como fuente de carbono para su crecimiento, ya que
tampoco se registré algin cambio visible que reflejara la re-colonizacién del microorganismo en

la placa Petri.

Estos resultados indican que, la incorporacion de este tipo de materia prima en dos etapas (la
primera para promover la colonizacion del R. oryzae en el sistema, y la segunda para esterificar)
puede estar influyendo negativamente en la normal respiracion celular de un microorganismo
aerobio como éste, limitando la posibilidad de re-colonizar el sistema. De acuerdo a lo anterior,
se sugiere en una siguiente investigacion, estudiar el efecto de la adicion del aceite en una sola
etapa, 0 en una modalidad alternativa, en la cual el micelio no sea totalmente cubierto por el
aceite de microalgas, sino en cuya aplicacion se asegure un buen formato que beneficie el
efectivo acceso del microorganismo al sustrato en términos de biodisponibilidad. Esto,
procurando no generar anaerobiosis, que en este caso dejo imposibilitada la oportunidad de
continuar la actividad metabdlica del microorganismo, y su importante nexo con el sustrato para

la sistesis del catalizador.

La relevancia de esto, guarda relacién con los resultados obtenidos en el estudio de la cinética de
esta reaccion, en donde se mencion6 que R. oryzae primero hidroliza los triglicéridos con el fin
de acceder a los carbonos necesarios para su consumo, y en consecuencia, los acidos grasos
libres son esterificados a FAAE. En definitiva, el efecto del catalizador para la produccion de
biodiesel, tiene un inherente vinculo con el hecho de proveer aquellas condiciones que propicien
el contacto del microorganismo con el sustrato, su crecimiento y colonizacion en el sistema, y su

permanencia metabolicamente activa en el tiempo.
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6. CONCLUSIONES

La innovacion de utilizar una materia prima alternativa de naturaleza compleja como el aceite
de las microalgas Nannochloropsis gaditana y Botryococcus braunii, cuya composicion incluye
polimeros y ceras, entre otros, junto a la aplicacion de Rhizopus oryzae como catalizador whole-
cell en un biorreactor trifasico, hizo factible la conversion de acidos grasos a biodiesel al
proporcionar condiciones adecuadas para mantener el hongo activo y simultdneamente favorecer

la produccion de biodiesel.

Las condiciones dptimas, que permitieron obtener hasta un 91% de conversién a FAAE
aplicando Rhizopus oryzae como catalizador whole-cell en un biorreactor multifase, fueron a
20°C, utilizando etanol como aceptor acilo en una razén molar alcohol/lipido de 8/1 [mol/mol] y

96 horas de reaccion.

Debido al mayor contenido de &cidos grasos del aceite de N. gaditana, se presentaron mayores
conversiones de FAAE que con el aceite de B. braunii, indicando probablemente que es un aceite
mas disponible para el microorganismo. Sin embargo, el alto contenido de &cidos grasos poli-
insaturados del aceite de N. gaditana indica que el producto poseera una alta inestabilidad en el

tiempo.

Los tratamientos de re-inoculacién y re-utilizacién estudiados luego de un ciclo de produccion de
biodiesel, fueron practicas en donde el formato de incorporacion del aceite no posibilitd
reutilizar el microorganismo directamente debido probablemente a su inhibicion por

anaerobiosis.
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7. PROYECCIONES

Se propone generar una estrategia para mantener el hongo vivo y activo durante todo el

proceso, para su utilizacion en una nueva reaccion como microorganismo productor de lipasas.

El uso de un hongo primitivo como Rhizopus oryzae tiene proyecciones interesantes en procesos
biotecnologicos para la produccion de biodiesel, ya que presentd cierta tolerancia a bajas dosis
de solventes organicos, facilitando su directo empleo en un ambiente con liberacion paulatina de
alcohol en fase gaseosa, con lo cual resulta innecesario recurrir a procesos de aislamiento,

purificacion, e inmobilizacion enzimatica.

Esto, junto a la particular diversidad enzimética descomponedora en organismos saprofitos,
hacen de este microorganismo productor de lipasas, un catalizador whole-cell robusto y versdtil

para este tipo de reaccion, con aceite de microalgas como materia prima.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Tabla resumen de los porcentajes en promedio de conversion a FAAE, a distintas temperaturas (°C), con
metanol (MeOH) y etanol (EtOH) como aceptores acilo, utilizando aceite de las microalgas Nannochloropsis
gaditana (Ng) y Botryococcus braunii (Bb), en una razén molar Alcohol/Lipido (A/L) de 4:1[mol/mol].

Temperatura . Alcohol/Lipido | FAAE (%) | Desv.
(°C) Alcohol Aceite [mol/mol]. Prom. Est.
METXNG(4:1 +
MeOH Ng ( . ) 38,8 20,8
o Bb METXxBB(4:1) 358 |t 5,9
E1OH Ng ETXNG(4:1) 73,1 * 11
Bb ETxBB(4:1) 38,2 T 3,7
Ng METXNG(4:1) 131 |t 5,7
g0 MeOH Bb | METxBB(#1) 219 |%| 28
E1OH Ng ETXNG(4:1) 32,8 * 44
Bb ETxBB(4:1) 32,4 * 4,1
N METXNG(4:1 +
MeOH J (. ) Lo 5.7
T°40 Bb METxBB(4:1) 3,3 * 14
EOH Ng ETXNG(4:1) 16 * 14,2
Bb ETxBB(4:1) 1 * 1,7
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Anexo 2. Tabla resumen de los porcentajes en promedio de conversion a FAAE a 20°C, con metanol (MeOH) y
etanol (EtOH) como aceptores acilo, utilizando aceite de las microalgas Nannochloropsis gaditana (Ng) y
Botryococcus braunii (Bb), a diferentes razones molares de Alcohol/Lipido (A/L) [mol/mol].

Tempoeratura Alcohol Aceite Alcohol/Lipido | FAAE (%) Desv. Est.
(°C) [mol/mol]. Prom.

MeOH Ng METXNG(4:1) 26,8 + 2

METXNG(8.1) 79,8 + 13,7

METXNG(12:1) 44,6 + 6,3

Bb METxBB(4:1) 35,8 + 5,9

METxBB(8:1) 42,4 +| 51

. METxBB(12:1) 23,3 + 0,4

20 EtOH Ng ETXNG(4:1) 73,1 + 11

ETXNG(8:1) 91,9 + 9,5

ETXNG(12:1) 55,6 + 3

Bb ETxBB(4:1) 38,2 + | 37

ETxBB(8:1) 57 = 5

ETxBB(12:1) 33,3 + 8,2
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Anexo 3. Datos correspondientes a la cinética de la reaccién, de acuerdo al promedio de los porcentajes de la
produccion de FAAE, y al indice de Acidez obtenido mediante la titulacion con NaOH 0,02 M. Tratamiento a 20°C,
con etanol como aceptor acilo, utilizando aceite de la microalga Nannochloropsis gaditana (Ng), y una razén molar
Alcohol/Lipido 8:1 [mol/mol].

Tiempo | FAAE (%) | Desv. Valor Acido Desv.
(hrs) Prom. Est. (mg NaOH/mg lipidos) | Est.

0 0,00|%£]| 0,00 0,02|*| 0,00

24 8,32|*| 4,73 0,441%| 0,07

48 20,30 [+ | 12,17 0,39|*| 0,08

72 38,66 |+ | 10,87 0,59|%| 0,02

96 72,46 || 19,88 0,24|%*| 0,07

144 65,60 || 4,74 0,24|%| 0,01

Control 0,00/*| 0,00 0,20|%| 0,03

Anexo 4. Datos correspondientes a la cinética de la reaccion, de acuerdo al promedio de los porcentajes de la
produccion de FAAE, y al indice de Acidez obtenido mediante la titulacion con NaOH 0,02 M. Tratamiento a 20°C,
con etanol como aceptor acilo, utilizando aceite de la microalga Botryococcus braunii, y una razon molar
Alcohol/Lipido 8:1 [mol/mol].

Valor Acido
Tiempo | FAAE (%) | Desv. (mg NaOH/mg Desv.
(hrs) Prom. Est. lipidos) Est.
0 0,00(£| 0,00 0,03(%*| 0,00
24 16,89 || 7,42 0,34|*| 0,07
48 30,33|*| 5,02 0,34(%| 0,01
72 46,05 (x| 0,06 0,31|*| 0,03
96 60,26 |¥| 8,91 0,27|*| 0,03
144 60,17 |*| 3,51 0,23|*| 0,01
Control 0,90/ 0,30 0,54|*| 0,05




