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Resumen

En esta investigacion se determind la capacidad de varios materiales inorganicos y enzimaticos
para catalizar la esterificacion de acido oleico con metanol. El objetivo general del estudio es explorar
materiales cataliticos alternativos para generar biodiesel en fase heterogénea. En este sentido, se
analizaron el acido fosfotungstico de Wells Dawson masico y soportado sobre TiO,, una sal del
heteropolidcido obtenida a partir de la sustitucion parcial de protones por cesio, una mezcla mecanica
que simula dicha sal, el biocatalizador comercial Novozym® 435, el latex de Carica papaya 'y de la
especie vegetal autoctona Araujia sericifera que contienen lipasas auto-soportadas naturalmente.

Las lipasas vegetales catalizan la esterificacion de acido oleico a una temperatura menor que el
biocatalizador comercial y los materiales inorganicos (45 °C, 65 °C y 85 °C, respectivamente). Entre
ellas la lipasa de Araujia sericifera presenta una actividad especifica que es un orden de magnitud
superior al resto de los sistemas analizados por lo que constituye un biocatalizador prometedor.

Abstract

The ability of various inorganic and enzymatic materials to catalyze the esterification of oleic acid
with methanol was assayed in the present investigation. The aim of this study is to screen alternative
catalytic materials to produce biodiesel in heterogeneous reaction conditions. In this context,

The results demonstrated that the lipase obtained from Araujia sericifera is a promising biocatalyst
in the esterification of fatty acids (such as oleic acid) that are present in the composition of the
feedstock used for biodiesel production. On the other hand, highly acid materials such as bulk and
oxide supported Wells Dawson heteropolyacid are active in the esterification of oleic acid towards
methyl oleate at higher temperatures than the assayed biocatalysts (85 °C vs 45 °C).




Introduccion

Es bien conocido que el biodiesel constituye la primera generacion de bio-combustibles producidos
a partir de aceites vegetales refinados por trans-esterificacion de triglicéridos con metanol. La trans-
esterificacion de aceites vegetales con metanol en presencia de catalizadores alcalinos (KOH, NaOH y
los alcoxidos relacionados) en fase homogénea produce una mezcla de ésteres metilicos de acidos
grasos. El proceso se realiza a baja temperatura de reaccion (60 °C) y a presion atmosférica, sin
embargo presenta desventajas tanto econdmicas como medioambientales [1]. Mas recientemente, se
han empezado a investigar catalizadores (basicos, acidos y enzimaticos) que permitirian desarrollar
nuevas tecnologias en fase heterogénea en las cuales se utilizan los sustratos liquidos y los
catalizadores solidos conduciendo a la simplificacion del proceso de produccion de biodiesel. En este
contexto, los catalizadores solidos pueden separarse de la mezcla biodiesel/glicerina y re-usarse, lo que
constituye una gran ventaja de la catalisis heterogénea. Los catalizadores solidos acidos utilizados en
la esterificacion de acidos grasos libres y la trans-esterificacion de aceites vegetales son tipicamente
los heteropoli-compuestos HPCs de estructura Keggin, didoxido de circonio y de titanio ambos
sulfatados, resinas de intercambio y zeolitas [2]. En el campo de la catalisis enzimatica se destaca que
el biocatalizador comercial Novozym® 435 compuesto por la lipasa B de Candida antarctica
adsorbida sobre polimetilmetacrilato, se ha comenzado a utilizar industrialmente en la produccion de
biodiesel en los Estados Unidos con muy buenos resultados [3].

En este contexto, se ha estudiado la potencialidad del heteropoliacido fosfotungtico del tipo Wells
Dawson HgP,W 304,.xH,O (HPA) masico, soportado (HPA/Ti0,) y parcialmente sustituido con cesio;
el latex de Araujia sericifera (ASL) y Carica papaya (CPL) en la generacion de biodiesel. Para este
fin se ha utilizado la esterificacion de acido oleico con metanol como reaccion test.

Experimental

Los experimentos se realizaron en modo batch utilizando un balon de vidrio de tres bocas, con un
refrigerante para reflujo, un agitador de paleta de teflon con regulacion de velocidad (40 - 700 rpm) y
un termometro electronico integrado a un sistema de control electronico del horno eléctrico utilizado
como medio de calefaccion. Adicionalmente, el sistema cuenta con un septum para la extraccion de
muestras.

Las reacciones de esterificacion se realizaron pesando una masa equivalente a 22.50 ml de acido
oleico (Anedra 61.5 %; densidad: 0.892 g/ml). Se llevaron a la temperatura deseada, luego se afiadio el
catalizador y seguidamente se inicid la reaccion con el agregado del metanol absoluto (Carlo Erba 99
%). Se presentan los resultados de muestras tomadas a las 24 hs de iniciada la reaccion. Los detalles
referidos a cada reaccion como la temperatura elegida, y la proporcion de acido oleico: metanol se
mostraran en la Tabla 1. Asimismo, se realizaron ensayos “blancos” en las mismas condiciones
mencionadas anteriormente sin la presencia del catalizador.

El avance de la esterificacion se establecié a través de la determinacion del indice de acidez de
acuerdo a la normativa europea UNE-EN 14104 [4]. A partir de los indices de acidez se calcularon los
pmoles de acido oleico convertido, se normalizo este valor por la masa total de catalizador utilizado y
por el tiempo de reaccion. En el caso especifico del HPA soportado en TiO,, la actividad se expreso
por masa de fase activa soportada. Asimismo, los productos de reaccion se analizaron por
espectroscopia infrarroja (FTIR). El analisis se realizo utilizando un espectrofotometro Vertex 70 con
detector DLaTGS con ventana de KBr, el cual posee una resoluciéon de + 3 cm™. Las muestras liquidas
se colocaron entre dos cristales de KBr para el analisis.

Se investigaron el biocatalizador comercial Novozym® 435 (batch LC20217) y dos lipasas de
origen vegetal, una obtenida del latex de Carica papaya (CPL) y otra obtenida de Araujia sericifera
(ASL). La obtencion de estos sistemas enzimaticos vegetales se encuentra en la bibliografia [5].

Por otro lado los catalizadores inorganicos estudiados fueron el heteropoli-acido fosfotiingstico de
Wells Dawson (HPA) masico (H¢P,W,50¢,.nH,0) y disperso en monocapa tedrica sobre didxido de
titanio 18 % HeP, W 306,/Ti0; cuya sintesis fue publicada previamente [6]. Asi mismo, se estudio la
sal insoluble de cesio del heteropoli-anién Cs,H,P,W50¢, obtenida por coprecipitacion [7] y una
mezcla mecanica de 0.105 g de CsNOs y 1.300 g del HPA que corresponde a la proporcion de cesio y



y heteropolianion de la sal antes mencionada. Esta mezcla fue calcinada a 260 °C por 4 hs hasta la
eliminacion del nitrato.

Resultados y discusion

La figura 1 muestra los espectros infrarrojos del medio de reaccion, del acido oleico comercial sin
tratamiento y del ensayo “blanco” correspondiente.
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Es importante destacar que en los espectros infrarrojos de los medios obtenidos luego de las
reacciones catalizadas con el HPA y los biocatalizadores no se observaron las sefiales caracteristicas
del acido fosfotingstico ni de las proteinas, lo cual indicaria que en principio las reacciones se
produjeron en fase heterogénea.

Tabla 1. Relacion molar de sustratos, temperatura de reaccidn, actividad especifica de la reaccion de
esterificacion de acido oleico con el HPA masico y soportado sobre TiO,, sal Cs,H,P, W50, latex de
lipasas vegetales auto-soportadas de Carica papaya (CPL) y Araujia sericifera (ASL).

Actividad especifica (umol mg”' h™")

Relacion molar

Catalizador Ac. Oleico: 45 °C 65 °C 85°C
metanol
HPA masico 1:1 0,00 1,10
18 % HPA/TiO, 1:1 6,40
CS2H4P2W1806 1:1 0,00
Mezcla mecanica 1:1 1,66
Novozym® 435 1:1 7,23
Lipasa CPL 1:1 0,00
1:4 7,61
Lipasa ASL 1:1 0,00

1:4 60,7




La Tabla 1 muestra los resultados de actividad especifica (micromoles convertidos de acido oleico
en funcion de la masa total de catalizador y el tiempo de reaccion) obtenida para los materiales
inorganicos y enzimaticos. Se presentan valores de actividad especifica, ya que al ser materiales
cataliticos tan disimiles la normalizacion por la masa utilizada de catalizador permite comparar la
actividad por miligramo de catalizador en el mismo tiempo de reaccion. La esterificacion catalizada
con las lipasas CPL y ASL se realizd sola a 45 °C ya que a mayores temperaturas se produce la
desnaturalizacion de las proteinas.

El biocatalizador comercial Novozym® 435 es activo a 65 °C que es la temperatura de reaccion
tipica de la generacion enzimatica de biodiesel [3] A diferencia de ese material enzimatico, los
catalizadores a base del acido fosfotingstico de Wells Dawson son activos a mayores temperaturas. El
hecho que la sal de cesio coprecipitada no posea actividad en contraste con la mezcla mecanica que
contiene el acido evidencia que la acidez del mismo cumple un rol fundamental en la capacidad de
estos materiales para catalizar la esterificacion del acido graso.

Estudios previos demostraron que las propiedades pseudo-liquidas del heteropolidcido
fosfotiingstico de Wells Dawson permiten el acceso de los reactivos al interior del material. En este
sentido se ha comprobado que el acido masico posee un numero de sitios acidos igual a 10 pmol/m’
versus 3.1 pmol/m’ del heteropolidcido soportado sobre dioxido de titanio [10]. El hecho que el acido
soportado 18 % HeP,W1306/TiO, presenta una actividad mayor que el acido masico seria una
indicacion de que la esterificacion solo se produce en la superficie del material y no en condiciones
pseudo-liquidas.

Las lipasas vegetales auto-soportadas CPL y ASL son activas a temperaturas inferiores al
biocatalizador comercial (45 °C versus 65 °C) y requieren metanol en exceso (relacién molar acido
graso: metanol igual a 1:4). La lipasa ASL mostr6 una actividad especifica con un orden de magnitud
superior a la CPL, el biocatalizador comercial y los materiales inorganicos.

Conclusiones

Los resultados obtenidos proveen indicios de que la lipasa ASL es una alternativa interesante en la
sintesis de biodiesel por catalisis enzimatica. Esta lipasa proviene de una especie vegetal autoctona y
hasta la fecha se desconocen los componentes de la matriz insoluble que contiene la lipasa soportada
naturalmente. Estas observaciones promueven la realizacion de nuevas investigaciones, a fin de
evaluar si existe interferencia por parte de la matriz que contiene a la misma, asi como un estudio mas
exhaustivo de las condiciones Optimas de reaccion.
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